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KAZALO PRILOG 
 
PRILOGA A: Prikaz proteolitičnih aktivnosti pernizina s standardno napako pri dveh 
različnih klonih S. rimosus ∆OTC, ki sta bila transformirana s plazmidnim konstruktom 
pVF tcp830 srT pernisine CO HT (oznaki klonov W perA in W perC) za vsako frakcijo, ki 
je bila pridobljena z afinitetno kromatografijo. Rezultate proteolitične aktivnosti smo 
uporabili tudi za izračun specifične aktivnosti proteina. 
 
PRILOGA B: Umeritvena krivulja za določanje koncentracije proteinov z Bradfordovo 
metodo. 
 
PRILOGA C: Povprečje meritev absorbance v vzorcih dveh različnih klonov S. rimosus 
∆OTC, transformiranih s plazmidnim konstruktom pVF tcp830 srT pernisine CO HT 
(oznaki klonov W perA in W perC) za vsako frakcijo, ki je bila pridobljena z afinitetno 
kromatografijo. 
 
PRILOGA D: Koncentracija proteinov in izračunana specifična aktivnost v vzorcih dveh 
različnih klonov S. rimosus ∆OTC, transformiranih s plazmidnim konstruktom pVF tcp830 
srT pernisine CO HT (oznaki klonov W perA in W perC) za vsako frakcijo, ki je bila 
pridobljena z afinitetno kromatografijo. 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
bp  bazni par 
C  citozin 
dH2O  destilirana voda 
DMSO dimetil sulfoksid 
DNA  deoksiribonukleinska kislina (ang. deoxyribonucleic acid) 
EDTA  etilendiamintetraocetna kislina 
G  gvanin 
kbp  kilo baznih parov (10
3
 bp) 
kDa  kilodalton 
Mbp  mega baznih parov (10
6 
bp) 
OD  optična gostota (ang. optical density) 
PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza (angl. polyacrylamide gel 
electrophoresis) 
PCR  verižna reakcija s polimerazo (ang. polymerase chain reaction) 
rpm   vrtljaji na minuto (ang. revolutions per minute) 
SDS  natrijev dodecil sulfat (ang. sodium dodecyl sulfate) 
SP  signalni protein 
TAE   pufer za agarozno gelsko elektroforezo (Tris, ocetna kislina in EDTA) 
TCA  triklorocetna kislina 
TEMED tetrametil etilen diamid 
TRIS   trisaminometan 
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SLOVARČEK 
 
Aktinomicete   predstavniki bakterij, ki spadajo v red Actinomycetales 
 
Ampicilin  antibiotik širokega spektra, uporaben za zatiranje Gram 
pozitivnih in Gram negativnih bakterij 
 
Elektroporacija  mikrobiološka tehnika, pri kateri s pomočjo električnega toka 
povečamo permeabilnost membrane, s čimer omogočimo 
prenos DNA v celico 
 
Gen  zaporedje nukleotidov na DNA vijačnici, ki nosi zapis za 
sintezo proteinov 
 
Proteaza   vrsta encima, ki razgrajuje proteine 
 
Rekombinantna DNA  modificirana DNA, ki združuje genetski material 
dveh ali več različnih organizmov 
 
Streptomicete   skupina bakterij, ki spada v rod Streptomyces 
 
Tiostrepton   naravni ciklični antibiotik iz skupine tiopeptidov 
 
Transformacija  brezvirusni prenos DNA v bakterijo oziroma neživalske 
evkariontske celice 
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1 UVOD 
 
Potrebe industrije in medicine po učinkovitih encimih, ter različnih terapevtskih proteinih 
naraščajo iz leta v leto, zato sta izražanje heterolognih proteinov in optimizacija različnih 
gostiteljskih sistemov ena izmed pomembnih vej biotehnologije. Vsak gostiteljski sistem 
za izražanje heterolognih proteinov ima svoje lastnosti, ki ga lahko naredijo bolj ali manj 
primernega za izražanje ciljnih proteinov. Prednosti gostiteljskega sistema za izražanje 
heterolognih proteinov so lahko visoki donosi, primerno zvijanje sposobnost 
posttranslacijskih modifikacij, izločanje proteina iz celice ter rast na preprostih gojiščih. 
Prav tako ima gostiteljski sistem tudi pomanjkljivosti, kot so prekomerna glikolizacija, 
tvorba inkluzijskih teles, počasna rast gostiteljskega organizma, zahtevni pogoji za uspešno 
rast organizma in visoka aktivnost ekstracelularnih proteaz. 
 
Čeprav se bakterija Streptomyces rimosus primarno uporablja v proizvodni antibiotika 
oksitetraciklina, poseduje marsikatero izmed pozitivnih lastnosti, ki jih imajo najpogosteje 
uporabljeni gostiteljski sistemi: hitra rast, sposobnost izločanja proteinov iz celice, razvite 
mikrobiološke metode in industrijske bioprocese ter razvita orodja za gensko manipulacijo. 
 
Pernizin je ekstracelularna proteaza arheje Aeropyrum pernix, ki spada v skupino 
subtilizinu podobnih proteaz. Nativni pernizin ima sposobnost razgradnje prionov, ki se 
pojavljajo pri Creutzfeldt – Jakobovi bolezni, vendar je njegovo pridobivanje s pomočjo 
arheje A. pernix zaradi nizkih donosov in zahtevnih pogojev rasti neekonomično. 
Pridobivanje večjih količin rekombinantnega pernizina z drugim gostiteljskim 
mikroorganizmom bi naredilo omenjeni encim zanimiv tudi za širšo industrijsko uporabo. 
V okviru raziskovalnega dela magistrske naloge, smo kot gostiteljski sistem za heterologno 
ekspresijo pernizina uporabili bakterijo Streptomyces rimosus v katerega smo 
transformirali replikativni E. coli – Streptomyces prenosljivi plazmid pVF, ki je vseboval 
nukleotidni zapis za rekombinantni pernizin. Izražanje gena, ki kodira rekombinantni 
pernizin je pod kontrolo tetraciklinskega promotorja, prav tako pa je kaseta za izražanje 
vsebovala še signalno sekvenco, ki je omogočala izločanje izraženega proteina v gojišče, 
ter sekvenco na C-terminalni strani proteina, ki omogoča izražanje ciljnega proteina skupaj 
s poli-histidinskim repom. Rekombinanten pernizin smo izolirali z uporabo afinitetne 
kromatografije in potrdili njegovo izražanje z vizualizacijo na poliakrilamidnem gelu, 
njegovo aktivnost pa z azokazeinskim testom.  
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1.1 CILJI IN DELOVNE HIPOTEZE 
 
Cilji magistrske naloge so 
 
- Optimizacija pogojev kultivacije transformant bakterij Streptomyces rimosus za 
heterologno izražanje pernizina 
- Optimizacija postopka izolacije rekombinantnega pernizina s pomočjo afinitetne 
kromatografije 
- Vizualizacija proteina na poliakrilamidnem gelu in merjenje encimske aktivnosti z 
azokazeinskim testom 
 
 
Delovne hipoteze magistrske naloge so 
 
- Z bakterijo Streptomyces rimosus lahko uspešno izrazimo rekombinatni pernizin  
- S pomočjo afinitetne kromatografije lahko izboljšamo proces izolacije pernizina 
- Encimska aktivnost rekombinantnega pernizina je primerljiva z aktivnostjo 
nativnega encima izoliranega iz arheje Aeropyrum pernix 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 ROD Streptomyces 
 
Rod Streptomyces je največji rod razreda Actionabacteria, z več kot 500 opisanimi 
vrstami. Streptomicete so po Gramu pozitivne, aerobne, pogosto filamentozne bakterije, za 
katere je značilna visoka vsebnost gvanina (G) in citozina (C) v genomu (Kämpfer, 2006). 
Ti organizmi so pomembni z vidika medicine, biotehnologije in agronomije, saj 
proizvajajo veliko sekundarnih metabolitov, od katerih se nekateri uporabljajo tudi v 
klinične namene (Barka in sod., 2016). 
 
Predstavniki tega rodu so med seboj po genotipu in fenotipu različni. Večina predstavnikov 
je prostoživečih v naravi, in sicer v vodnih in zemeljskih ekosistemih, kjer so eden izmed 
pomembnih faktorjev pri kroženju ogljika, ki je ujet v netopne organske ostanke rastlin in 
gliv, saj proizvajajo veliko ekstracelularnih hidolitičnih encimov, ki so zmožni razgradnje 
teh ostankov (Ventura in sod., 2007).  
 
Bakterije rodu Streptomyces so redko patogeni, vendar lahko nekateri predstavniki, kot na 
primer Mycobacterium tubercolosis, povzročajo obolenja ljudi in v manjšem obsegu tudi 
rastlin (Kieser in sod., 2000).  
 
2.1.1 Taksonomija bakterij rodu Streptomyces 
 
Predstavniki aktinobakterij so prevzeli različne načine življenja in so lahko patogeni 
(Mycobacterium, Nocardia, Corynebacterium), živijo v prsti (Streptomyces), rastlinski 
komenzali (Leifsonia) ali pa naseljujejo prebavni trakt organizmov (Bifidobacterium) 
(Ventura in sod., 2007). 
 
Streptomicete se od drugih predstavnikov aktinomicet ločijo po strukturi celične stene, ki 
jo uvrščamo v Tip I sensu, zaradi prisotnosti LL – diaminopomelične kisline in glicina, 
odsotnosti karakterističnih sladkorjev, muramični ostanki peptidoglikana pa so acetilirani 
(Anderson in Wellington, 2001). Do danes je opisanih več kot 500 vrst rodu Streptomyces 
(Madigan in od., 2015). 
 
2.1.2 Morfologija streptomicet 
 
Bakterije rodu Streptomyces pogosto tvorijo kompleksen substratni micelij, ki ob 
pomanjkanju hranil tvori zračne hife, kar omogoča boljšo izrabo organskih snovi iz 
substrata. Te hife lahko diferenciirajo v vegetativne spore, to pa jim omogoča preživetje in 
razpršitev na širše območje. Filamenti so različno dolgi, razvejani in imajo običajno 
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premer 0,5 - 1,0 µm (Anderson in Wellington, 2001). Čeprav so micelij in hife negibljivi, 
lahko streptomicete dosežejo mobilnost s pomočjo disperzije spor, kar jim omogoča 
razpršitev na večje območje in obstojnost ob neugodnih življenskih razmerah. Spore so 
semi – dormantne in lahko preživijo v zemlji dlje časa. Spore, ki se pojavljajo v različnh 
morfoloških oblikah, imenovane konidiji, so velikokrat pigmentirane in prispevajo k barvi 
kolonije (Dietz in Mathews, 1971). Streptomicete na trdnih gojiščih tvorijo kolonije, ki so 
trdne, v sredini ugreznjene in pogosto imajo bel poprh, gojišče pri S. rimosus pa se 
običajno obarva temno, zaradi prisotnosti oksitetraciklina ali tetraciklina (Petković in sod., 
2006). 
 
2.1.3 Ekologija streptomicet 
 
Predstavnike bakterij rodu Streptomyces najdemo v zemlji z večjim deležem peska, kjer 
dajejo značilen zemeljski vonj zaradi produkcije metabolita geosmina, manj pogosto pa jih 
najdemo tudi v vodi. Najpogosteje se pojavljajo v dobro prezračeni zemlji z nevtralnim do 
bazičnim pH (Madigan in sod., 2015). Poleg tega so stretomicete zmožne kolonizirati 
rizosfero, to pa verjetno zaradi antagonističnih karakteristik streptomicet v odnosu z 
drugimi bakterijami v rizosferi, kot so na primer bakterije rodov Pseudomonas in Bacillus 
(Kieser in sod., 2000).   
 
Streptomicete proizvajajo veliko različnih ekstracelularnih hidrolitičnih encimov, ki 
razgrajujejo polisaharide, proteine in maščobe, kar pripomore k boljši biodegradaciji prsti. 
Nekatere vrste pa lahko razgrajujejo tudi lignin, tanine, ogljikovodike in druge polimere 
(Madigan in sod., 2015).  
 
2.1.4 Genom streptomicet 
 
Genom streptomicet je lahko cirkularen ali linearen ter lahko vsebuje linearni ali krožni 
plazmid. Kromosom ima osrednjo regijo, ki se pojavlja pri večini aktinomicet in dve 
terminalni regiji, ki sta značilni za predstavnike streptomicet, vendar se razlikujeta od vrste 
do vrste in jih ne najdemo pri preostalih predstavnikih aktinomicet. Pri linaranih 
kromosomih so terminalni konci so izredno nestabilni in pogosto pride do spontanih 
delecij. Na terminalnih koncih se pogosto nahajajo geni, ki so pomembni za biosintezo 
sekundarnih metabolitov in na teh mestih pogosto prihaja do izmenjav med geni (Kirby in 
Chen, 2011; Kieser in sod., 2000; Ventura in sod., 2007). 
 
Bakterije rodu Streptomyces imajo zelo visok delež gvanina (G) in citozina (C) v svojem 
DNA zapisu, ta delež lahko doseže 74 % (Kieser in sod., 2000). Najbolj genetsko preučen 
modelni organizem streptomicet je Streptomyces coelicolor A3(2), ki vsebuje več kot 8 
Mbp, z 72 % GC baznih parov. Genom S. coelicolor A3(2) vsebuje 7 825 genov (Bentley 
in sod., 2002). Leta 2003 je bil sekvenciran celoten genom Streptomyces avermitilis s kar 
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10.1 Mbp in 9 107 kodirajočimi geni. To je en največjih sekvenciranih genomov 
streptomicet, verjetno zaradi velikega števila genov za biosintezo sekundarnih metabolitov 
(Kirby in Chen, 2011). Prav tako je sekvenciran genom S. lividans TK2 (Ruckert in sod., 
2015), S. rimous R6-500, ki je bil izboljšan za industrijske namene, saj proizvaja večje 
količine oksitetraciklina ter ima okoli 7 387 genov, ki kodirajo proteine (Baranasic in sod., 
2014) in S. rimosus ATCC, z 8 416 predvidenih odprtih bralnih okvirjev, ki kodirajo 
proteine (Pethick in sod., 2013). 
 
2.1.5 Metabolizem streptomicet 
 
Streptomicete so kemoorganotrofni mikroorganizmi (Kämpfer, 2006). Metabolizem 
streptomicet lahko delimo na primarni in sekundarni metabolizem, pri čemer  večina 
streptomicet za primarni katabolizem glukoze uporablja Embden – Meyerhof – Parnas pot 
(glikoliza). Z glikolizo celica dobi vse potrebne gradnike za izgradnjo proteinov, lipidov, 
nukleinskih kislin in polisaharidov (Kieser in sod., 2000). 
 
Asimilacija dušika pri streptomicetah poteka po dveh poteh in sicer po glutamat sintazni 
poti (GS) in po glutamat 2 – oksoglutarat transaminazni poti (GOGAT). Asimilacija po 
poti glutamat sintaze je energijsko zahtevna, vendar lahko deluje ob nizkih koncentracijah 
amonijaka. Večina aminokislin je sintetizirana po poteh, ki so bile že predhodno opisane 
pri drugih bakterijah, razen arginina, ki je kataboliziran s pomočjo γ – gvanidinobutiramida 
in γ – gvanidinbutirata. Katabolizem aminokislin je lahko represiran s prisotnostjo 
amonijaka, prav tako tudi sekundarni metabolizem (Kieser in sod., 2000). Največja razlika 
v biosintezi aminokislin pri streptomicetah v primerjavi z enteričnimi bakterijami je 
odsotnost regulacije biosinteze z atenuacijo (Kieser in sod., 2000). 
 
Odstonost regulacije biosinteze je verjetno posledica rasti v okoljih z neugodnimi 
življenjskimi razmerami, saj so v primerjavi z enteričnimi bakterijami, kjer so nutrienti 
vedno na voljo, streptomicete prilagojene na njihovo pomanjkanje (Kieser in sod., 2000). 
 
Sekundarni metaboliti nastajajo ponavadi na koncu eksponentne faze rasti ali med 
stacionarno fazo, torej niso nujno potrebni za preživetje mikroorganizma, vendar so zelo 
zanimivi za uporabo v medicini, veterini, agronomiji in farmaciji (Madigan in sod., 2015). 
Produkcija antibiotičnih snovi v tekočih gojiščih se pri predstavnikih bakterij rodu 
Streptomyces začne, ko kultura preide v stacionarno fazo, v trdnih gojiščih pa sovpada z 
morfološko diferenciacijo. Začetek produkcije antibiotikov je pogojen z različnimi 
okoljskimi vplivi, kot so hitrost rasti, prisotnost signalnih molekul, neravnovesje hranilnih 
snovi v metabolizmu in druge oblike fiziološkega stresa ( Kieser in sod., 2000). 
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2.1.6 Industrijska uporaba streptomicet 
 
Aktinomicete proizvajajo kar dve tretjini klinično uporabljenih antibiotikov, le-te pa 
proizvaja približno polovica vseh znanih vrst streptomicet. Ti predstavniki so odporni na 
antibiotik, ki ga sami proizvajajo, vendar rezistence na druge vrste antibiotikov pogosto 
nimajo. Prav genske skupine za biosintezo antibiotikov so eden izmed glavnih razlogov, da 
imajo streptomicete velik genom. Nekateri predstavniki rodu Streptomyces proizvajajo več 
kot en antibiotik in pogosto antibiotiki, ki jih proizvaja posamezen organizem, spadajo v 
različne skupine antibiotikov z različnimi mehanizmi delovanja. Streptomicete proizvajajo 
več kot 500 različnih antibiotikov, med katerimi se pogosto uporabljajo tetraciklini, ki jih 
sintetizira S. rimosus; streptomicin, ki ga sintetizira Streptomyces griseus in kloramfenikol, 
ki ga sintetizira Streptomyces venezuelae (Madigan in sod., 2015; Nelson in sod., 2001; 
Distler in sod, 1987; Akagawa in sod., 1975).  
 
Poleg antibiotikov s protibakterijskim delovanjem streptomicete proizvajajo tudi 
protiglivne učinkovine, kot so nistatin, amfotericin B in natamicin. S. avermitilis, ki ima 
enega izmed največjih genomov med streptomicetami proizvaja avermektin, ki se 
uporablja za zatiranje nematod, prav tako tudi  njegova derivata ivermektin in abamektin, 
ki pa se lahko uporabljata tudi za zatiranje nematod pri rastlinah (Burg in sod., 1978; 
Espinell-Ingroff, 2013; MacNeil in sod., 1992). Eno izmed znanih zdravil, ki se jih 
proizvaja s pomočjo streptomicet je tudi klavulanska kislina, ki se pogosto uporablja v 
kombinaciji z nekaterimi antibiotiki, kot je amoksicilin (Reading in Cole, 1977; Kieser in 
sod., 2000). Streptomyces hygroscopicus pa proizvaja rapamicin in Streptomyces 
tsukubaensis, ki proizvaja takrolimus, katera se uporabljata kot imunosupresanta po 
presaditvi organov (Kieser in sod., 2000). Pregled pomebnejših sekundarnih metabolitov, 
ki jih proizvajajo predstavniki rodu Streptomyces se nahajajo v preglednici 1. 
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Preglednica 1: Pregled nekaterih pomembnih sekundarnih metabolitov, ki jih sintetizirajo predstavniki rodu 
Streptomyces (povzeto po Kieser in sod., 2000) 
Antibiotik Proizvajalec Način delovanja 
Streptomicin Streptomyces griseus Protibakterijsko 
Oksitetraciklin Streptomyces rimosus Protibakterijsko 
Kloramfrenikol Streptomyces venezuelae Protibakterijsko 
Nistatin Streptomyces noursei Protiglivno 
Avermektin Streptomyces avermectilis Protiparazitsko 
Klavulanska kislina Streptomyces clavuligerus Protibakterijsko v povezavi z 
β – laktam 
Takrolimus Streptomyces tsukubaensis Imunosupresant 
Rapamicin Streptomyces hygroscopicus Imunosupresant 
Tiostrepton Streptomyces azureus Promotor rasti 
Vankomicin Streptomyces orientalis Protibakterijsko 
 
2.1.7 Streptomyces rimosus 
 
Taksonomska opredelitev Streptomyces rimosus (UniProt, 2018): 
 
Domena:    BACTERIA 
Deblo:  Actinobacteria 
Razred:  Actinobacteria 
Red:  Actinomycetales 
Družina:  Streptomycetaceae 
Rod:  Streptomyces 
Vrsta:  Streptomyces rimosus 
 
Streptomyces rimosus je po Gramu pozitivna, aerobna bakterijska vrsta, ki spada v rod 
streptomicet. Tvori spore, ki so bele barve. S. rimosus proizvaja antibiotik oksitetraciklin. 
Je antibiotik širokega spektra, ki inhibira po Gramu pozitivne in negativne bakterije. Poleg 
uporabe v humani medicini se tetraciklini uporabljajo tudi v veterini (Madigan in sod., 
2015). 
2.2 HETEROLOGNO IZRAŽANJE PROTEINOV 
 
S heterolognim izražanjem opišemo izražanje gena za zapis proteina ali dela proteina v 
gostiteljskem organizmu, ki tega proteina naravno ne izraža. Vnos gena v gostiteljski 
organizem lahko poteka z elektroporacijo, transformacijo ali s transdukcijo. Gostiteljski 
organizmi so lahko bakterije, glive, živalske celice ali rastlinske celice. Rekombinantna 
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DNA je DNA, ki je modificirana v laboratoriju in združuje genetski material dveh ali več 
različnih organizmov. Pri tem dobimo zaporedje nukleotidov v DNA verigi, ki jih sicer ne 
najdemo v genomu (Rosano in Ceccarelli, 2014). Kar 45 % rekombinantnih proteinov v 
uporabi v ZDA in v Evropi izvirajo iz celic sesalcev, 40 % jih je produciranih s strani 
bakterij in 15 % s strani kvasovk (Sanchez in Demain, 2012). 
 
Glavni komponenti za uspešno izražanje rekombinantnega proteina sta vektor za izražanje 
in kompatibilen gostiteljski sistem. Prav tako mora imeti vse elemente, ki so potrebni za 
izražanje tujega proteina, kot so promotor, selekcijski marker in terminator transkripcije. 
Izbira gostiteljsekga sistejma je odvisna od izbire ekspresijskega vektorja. Izbira 
kompatibilnega gostiteljskega sistema ter vektorja za izražanje je pomembna za zadostno 
produkcijo izbranega proteina za komercialne produkte (Kaur in Kumar, 2018). 
 
Preglednica 2: Prednosti in slabosti gostiteljskih sistemov (Demain in Vaishnav, 2009) 
PREDNOSTI SLABOSTI 
Visoki donosi Počasnejša rast 
Primerno zvijanje proteinov Zahtevni pogoji gojenja 
Primerno izločanje proteinov iz celice Prekomerna glikolizacija 
Rast na preprostih gojiščih 
Visoka vsebnost in aktivnost ekstracelularnih 
proteaz 
 Tvorba inkluzijskih teles 
 
2.2.1 Uporaba streptomicet za heterologno izražanje proteinov 
 
Heterologno izražanje proteinov najbolje preučeno pri bakteriji Streptomyces lividans. S. 
lividans je dober gostiteljski sistem za heterologno izražanje proteinov, ker ima nizko 
zunajcelično proteazno aktivnost in omogoča zadovoljiv donos izbranega proteina. Poleg 
tega je restrikcijski sistem bakterije S. lividans manj dejaven ter ne metilira svoje DNA, kar 
je velika prednost pri transformaciji in konjugaciji njene DNA. Za potrebe heterolognega 
izražanja proteinov z bakterijo S. lividans je bilo proizvedenih veliko vektorjev, ki 
temeljijo na replikativnem plazmidu pIJ101. Proteini, ki so bili proizvedeni s pomočjo S. 
lividans so bili različnih velikosti in so bili proizvedeni v različnih donosih. V nekaterih 
primerih so bili donosi visoki, okoli 500 mg/l ali več, v nekaterih primerih pa so bili donosi 
nižji ali primerljivi z donosi drugih ekspresijskih sistemov. Za izboljšanje donosov pri 
heterologni ekspresiji proteinov o bili uporabljeni različni pristopi, kot na primer 
modulacija signalnega peptida in preverjanje izražanja  genov s pomočjo transkriptomike 
(Strickler in sod., 1992; Anne in sod., 2012). Nekaj proteinov, izraženih s pomočjo 
heterologne rekombinacije je prikazanih v preglednici 3. 
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Preglednica 3: pregled proteinov, izraženih s pomočjo heterologne rekombinacije 
Metabolit Izvorni organizem Gostiteljski organizem Vir 
Interlevkin 1β 
(IL-1β) 
človek S. lividans Lichenstein in sod., 1988 
Interlevkin 6 
(IL-6) 
človek S. lividans Zhu in sod., 2011 
Fitaza 
(AppA) 
Aspergillus niger 
NRRL 3135 
(ATCC 66876) 
S. lividans, 
S. rimosus 
Carrillo Rincon in sod., 
2018 
Glukagon človek S. lividans Qi in sod., 2008 
Interferon α-1 človek S. lividans Noack in sod., 1988 
 
Pri streptomicetah, ki se uporabljajo v industrijske namene je ena izmed najbolje opisanih 
bakterija Streptomyces rimosus, in sicer zaradi produkcije oksitetraciklina (Petković in 
sod., 2006). Prednosti uporabe S. rimosus kot gostiteljski sistem so predvsem hitra rast, 
možnost transformacije z elektroporacijo, izločanje proteinov v gojišče in rast organizma v 
kratkih fragmentih (Carrillo Rincon in sod., 2018). 
 
2.3 SEKRETORNE POTI V BAKTERIJAH RODU Streptomyces 
 
Zunajcelični proteini so v celici sintetizirani kot preproteini z hidrofobnim signalnim 
peptidom (SP) na N – terminalnem koncu, kateri sledi hidrofobna H – domena in nato še C 
– terminalni konec z tremi aminokislinami ki tvorijo prepoznavno mesto za signalne 
peptidaze. Predstavniki rodu Streptomyces imajo nekaj različnih sekretornih poti, ki za 
izločanje proteinov potrebujejo signalni protein. Najbolj pogosto se uporabljajo pot Sec 
(ang. secretion pathway) in pot Tat (ang. twin – arginine translocation pathway), poleg 
tega pa je prisotna tudi sekretorni sistem tipa VII (ESX, ang. type VII secretion system), 
katerega delovanje ni pogojeno s sekretornim proteinom, ampakz zaporednjem sedmih 
aminokislin, ki se nahajajo na C – terminalnem koncu peptida in služijo kot signal za 
izločanje proteina (Anne in sod., 2012). 
 
Pot Sec je ena od bolj pomembnim sekretornih poti pri streptomicetah in jo sestavljajo 
komponente na notranji strani membrane YidC, translokaz SecY, SecE, SecG in YajC ter 
membranskih proteinov SecF in SecD, ki služita za izločanje proteina. Preproteini so v 
citoplazmi nezviti, kar je tudi pogoj za izločanje proteina preko Sec poti, po izločitvi pa se 
zvijejo v nativno obliko. Ta pot za delovanje porablja ATP. Pri izločanju preproteina se ta 
veže na translokaze, po koncu izločanja pa signalna peptidaza odreže signalni peptid (Anne 
in sod., 2014). 
 
Pot Tat za razliko od poti Sec pridobiva energijo iz membranskega potenciala in jo 
sestavljajo trije proteini; TatA, TatB in TatC. TatA in TatB se nahajata na citoplazemski 
strani membrane in imata podobno stukturo, TatC pa je hidrofoben. V nasprotju s potjo 
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Sec, pot Tat ni esencialna za delovanje celice, vendar pa so študije pokazale, da odstranitev 
Tat poti vodi do slabe direfenciacije celic, nepravilnosti oblike spor in povečanja 
membranske permeabilnosti (Anne in sod., 2014). 
 
Sekretorni sistem tipa VII je zapleten sistem z veliko komponentami in substrati, ki pa še 
vedno ni dovolj raziskan. Skozi ta sistem se izločajo majhni proteini in je pomemben 
predvsem pri patogenih mikroorganizmih za izločanje patogenih dejavnikov (Anne in sod., 
2014). 
 
2.4 TERMOSTABILNE PROTEAZE 
 
Hipertermofili so organizmi, ki so zmožni preživetja pri temperaturi višji od 60 °C (Stetter 
in sod., 1990). Hipertermofili spadajo v skupino ekstremofilov in jih lahko najdemo v 
geotermalnih vrelcih, vulkanih in hidrotermalnih vrelcih. Encimi, ki jih je mogoče izolirati 
iz takih mikroorganizmov so precej zanimivi iz znanstvenega vidika in sicer za 
preučevanje njihove stabilnosti in aktivnosti pri višjih temperaturah, ter odpornosti na 
detergente in topila. Termostabilne proteaze so bile izolirane iz rodov Pyrococcus, 
Bacillus, Thermococcus, Desulfurococcus, Staphylothermus, Aeropyrum in Aspergillus. 
Večina termostabilnih proteaz spada v skupino subtilizinu podobnih proteaz (Catara in 
sod., 2003). Za povečaje termostabilnosti nekateri encimi potrebujejo nizke koncentracije 
kationov, kot so kalcij, magnezij in cink. Poleg tega so lahko za stabilnost pri višjih 
temperaturah potrebni tudi sladkorji, polimeri, kot so polietilen glikol, dekstrani in polioli, 
kot so glicerol in sorbitol (Ward in Moo-Young, 1988).  
 
2.4.1 Industrijska uporaba termostabilnih proteaz 
 
Termostabilne proteaze so v industriji uporabne predvsem zaradi dobrih katalitičnih 
značilnosti, zaščite pred kontaminacijo z mikroorganizmi in zaradi hitrejših pretvorb snovi. 
V industriji se termostabilne proteaze uporabljajo pri peki, procesiranju usnja, za 
proizvodnjo detergentov ter v zadnjem času tudi za produkcijo ciklodekstrina (Sinha in 
Khare, 2013, Zamost in sod, 1991, Li in sod, 2013). Največja prednost uporabe 
termostabilnih proteaz v industriji je ta, da če povečamo temperaturo pri kateri poteka 
reakcija, se poveča tudi hitrost reakcije, kar posledično zniža količino potrebnega encima. 
Poleg tega so termostabilne proteaze zmožne prenašati višje temperature, kar pomeni da 
imajo daljšo razpolovno dobo, uporaba višjih temperatur pa hkrati znižuje mikrobno rast in 
s tem zmanjšuje možnost mikrobne kontaminacije (Zamost in sod., 1991). 
 
Najbolj preučena termostabilna proteaza za industrijske namene je termolizin, ki ga 
producira bakterija Bacillus thermoproteolyticus. Termolizin je nevtralna metaloproteaza, 
ki za svojo termostabilnot potrebuje kacij in cink za aktivnost. Termolizin katalizira 
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hirolizo peptidnih vezi, ki vsebujejo hidrofobne aminokisline in se ga uporablja za sintezo 
aspartama (Zamost in sod., 1991). 
 
2.4.2 Pernizin 
 
Pernizin je ekstracelularna serinska proteaza hipertermofilne arheje Aeropyrum pernix K1, 
ki spada v skupino subtilizinu podobnih proteaz. Pernizin je sestavljen iz 430 aminokislin, 
katerih kodirajoča sekvenca je dolga 1293 bp, pri čemer 27 aminokislin predstavlja pre-
regijo, 65 aminokislin predstavlja pro-regijo, preostanek aminokislin pa sestavlja zrel 
protein. Velikost pernizina s pro-regijo je 43 kDa, brez pro-regije pa je velik 36 kDa, 
medtem ko ima aktivna oblika pernizina velikost 23 kDa. Pro-regija inhibira aktivnost 
encima in začasno ustavi delovanje pernizina znotraj celice, poleg tega pa ima funkcijo 
intramolekularnega šaperona, ki narekuje ustrezno zvijanje proteina. Pre-regija je signalni 
peptid, ki vodi izločanje proteina skozi citoplazemsko membrano (Catara in sod., 2003). 
Pernizin se aktivira z avtokatalitično odstranitvijo pro-regije na N-terminalnem koncu, ko 
se protein izloči iz celice (Šnajder in sod., 2015). 
 
Slika 1: Tri-dimenzionalni model strukture pernizina (Šnajder in sod., 2012) 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 2: Shematski prikaz aminokislinske zgradbe pernizina (povzeto po Šnajder in sod., 2012) 
MGT GSA AGA QAM AKP VSS N C 
Signalno 
zaporedje proregija Zrel pernizin 
1 24 94 430 
Pro-regija 
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Pernizin je kot termostabilna proteaza aktiven v temperaturnem območju med 60 °C in 120 
°C, z optimumom pri 90 °C. Prav tako ohrani aktivnost v širokem pH območju, in sicer od 
pH 5,0 do pH 12,0, z optimumom med pH 8,0 in pH 9,0. Pernizn je aktiven tudi ob 
prisotnosti NaCl in sicer pri koncentracijah od 0 – 500 mM NaCl. Prav tako je stabilen ob 
prisotnosti denaturantov, detergentov in topil. Pernizin za svojo aktivnost pri visokih 
temperaturah potrebuje kalcijeve ione, pri čemer je bilo dokazano, da se ob dodajanju 1 
mM CaCl2 encimska aktivnost pernizina poveča, temperaturni in pH optimum pa se 
premakneta na 105 °C in pH na 6,5 (Catara in sod., 2003; Šnajder in sod., 2015). 
 
Pernizin je zaradi svoje termostabilnosti uporaben v industriji, od čistilne industrije do 
medicine, kjer lahko prenese visoke temperature in neugodne pogoje, saj je obstojen ob 
prisotnosti denaturantov in detergentov. Prav tako, je bila dokazana zmožnost razgradnje 
infektivnih prionov (PrP
Sc
) (Šnajder in sod., 2015). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIAL 
 
3.1.1 Laboratorijski pribor 
 
Pri raziskovalnem delu smo uporabili naslednji laboratorijski pribor: 
 
 Avtoklavirni samolepilni trak 
 Avtomatske pipete (Eppendorf, Gilson) 
 Držala za akrilamidni gel in glavniček 
 Kivete za elektroporacijo 
 Kovinske žlice in pincete 
 Laboratorijska steklovina: čaše, erlenmajerice, merilni valji, steklenice z zamaškom 
na navoj (Schott, Boral Pula) 
 Laboratorijske rokavice (Kimtech) 
 Mikrocentrifugirke različnih volumnov (Eppendorf) 
 Mikrotitrske plošče (Thermo Scientific) 
 Nastavki za pipete različnih volumnov za enkratno uporabo (Eppendorf, Gilson) 
 Nosilec za agarozni gel in glavniček 
 Parafilm (Bemis) 
 Penasti zamaški za centrifugirke in erlenmajerice 
 Plastične cepilne zanke (Golias) 
 Plastične centrifugirke (15 ml, 50 ml) 
 Plastične petrijevke 
 Plastične vrečke 
 Puhalke 
 Spatula po Drigalskem za enkratno uporabo (Golias) 
 Steklena objektna in krovna stekelca za mikroskopiranje 
 Stojala za mikrocentrifugirke in centrifugirke 
 Trakovi za označevanje 
 Zobotrebci za precepljanje kultur 
 
 
 
 
 
 
 
14 
Stare N. Optimizacija biosinteznega postopka … pernizina z bakterijo Streptomyces rimosus.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
 
3.1.2 Laboratorijska oprema 
 
Pri laboratorijskem delu smo uporabili naslednjo laboratorijsko opremo: 
 
 Avtoklav (Sutjeska) 
 Brezprašna komora – laminarij (SMBC 122VA) 
 Centrifuga (Eppendorf Centrifuge 5415 C, Mini Spin plus, Tehtnica Centric 200, 
Hettich Rotanta 460R) 
 Digestorij 
 Elektroforezne kadičke in aparatura za elektroforezo (BioRad) 
 Elektroporator MicroPulser (BioRad) 
 Hladilniki in zamrzovalne skrinje (Gorenje, Beko) 
 Inkubator (28 °C in 37 °C) (Sutjeska, Kambič) 
 Magnetno mešalo (IKA, Tehtnica Rotamix SHP-10, Rotamix 550MMH) 
 Mikrovalovna pečica (Sanyo) 
 Naprava za elektroforezo (BioRad) 
 Naprava za PCR (BioRad) 
 pH meter (Mettler-Toledo) 
 Računalnik 
 Spektrofotometer (Tecan) 
 Stresalnik (Infors HT) 
 Svetlobni mikroskop (Leica) 
 Tehtnice  
 Termoblok (Eppendorf) 
 Vodna kopel (Kambič) 
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3.1.3 Mikroorganizmi 
Vsi mikroorganizmi, ki smo jih uporabili v magistrski nalogi, njihove lastnosti in oznake 
so prikazani v preglednici 3 (sevi Escherichia coli) in preglednici 4 (sevi Streptomyces 
rimosus). 
 
Preglednica 4: Pregled uporabljenih sevov Escherichia coli, njihov genom in ime proizvajalca 
Ime seva Genotip Vir 
E. coli DH10β 
F
-
 endA1 deoR
+
 recA1 galE15 galK16 nupG rpsL 
Δ(lac)X74 φ80lacZΔM15 araD139 Δ(ara,leu)7697 
mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) StrR λ– 
Invitrogen 
E. coli ET12567 
F
-
 dam13::Tn9 dcm6 hsdM hsdR zjj-202::Tn10 
recF143::Tn1I galK2 galT22 ara14 lacY1 xyl5 leuB6 
thi1 tonA31 rpsL136 hisG4 tsx78 mtl1 glnV44 
 
Invitrogen 
 
Preglednica 5: Pregled uporabljenih sevov Streptomyces rimosus 
Ime Vir 
Steptomyces rimosus ∆OTC Biotehniška fakulteta 
Streptomyces rimosus M4018 Biotehniška fakulteta 
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3.1.4 Mikrobiološka gojišča 
 
Pri laboratorijskem delu smo uporabili gojišča TSB, TSA, soja manitol – SM s 
tiostreptonom, GOTC vegetativno gojišče, GOTC produkcijsko gojišče, gojišče LB z 
ampicilinom, gojišče CRM in tekoče ter trdno gojišče 2TY. Vsa gojišča smo avtoklavirali 
v skladu z navodili pri 121 °C in 1,2 bara. 
 
3.1.4.1  Gojišče Triptični soja bujon (TSB) 
 
Preglednica 6: Sestava tekočega gojišča Triptični soja bujon (TSB) – 1 l 
Sestavina Koncentracija v gojišču (g/l) Proizvajalec 
Pepton iz kazeina 17 Merck 
Sojin pepton 3 Biolife 
D – glukoza 2,5 Sigma 
Natrijev klorid  - NaCl 5 Merck 
Dikalijev fosfat– K2HPO4 2,5 Merck 
Destilirana voda do 1000 ml  
 
Vse sestavine smo zmešali na magnetnem mešalu in avtoklavirali 20 minut pri 121 °C in 
1,2 bara. Pripravljena gojišča smo shranili pri 4°C do dveh tednov. Za selekcijo S. rimosus 
transformant smo pred uporabo dodali založno raztopino tiostreptona do končne 
koncentracije 30 µg/ml. 
 
3.1.4.2  Gojišče Triptični soja agar (TSA) 
 
Preglednica 7: Sestava trdnega gojišča Triptični soja agar (TSA) – 1 l 
Sestavina Koncentracija v gojišču (g/l) Proizvajalec 
Pepton iz kazeina 17 Merck 
Sojin pepton 3 Biolife 
D – glukoza 2,5 Sigma 
Natrijev klorid  - NaCl 5 Merck 
Dikalijev fosfat– K2HPO4 2,5 Merck 
Agar 20 Biolife 
Destilirana voda do 1000 ml  
 
Vse sestavine smo zmešali na magnetnem mešalu in avtoklavirali 20 minut pri 121 °C in 
1,2 bara. Ko se je gojišče ohladilo na 60 °C, smo za selekcijo S. rimosus transformant 
dodali založno raztopino tiostreptona do končne koncentracije 30 µg/ml (1 ml založne 
raztopine 30 mg/ml tiostreptona na 1 l gojišča). Gojišče TSA smo aseptično razlili na 
plastične petrijevke. Gojišča smo hranili pri 4 °C do dveh tednov. 
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3.1.4.3  Gojišče Soja manitol (SM) 
 
Preglednica 8: Sestava trdnega gojišča Soja manitol (SM) – 1 l 
Sestavina Koncentracija v gojišču (g/l) Proizvajalec 
Sojina moka 20 Sigma-Aldrich 
Manitol 20 Sigma 
Agar 20 Biolife 
Destilirana voda do 1000 ml  
 
Natehtali smo vse sestavine razen agarja v stekleno čašo in jih raztopili na magnetnem 
mešalu. Nato smo uravnali pH na 7,0. Razdelili smo po 300 ml gojišča v 1 l steklenice v 
katere smo predhodno natehtali po 6 g agarja. Avtoklavirali smo 30 minut pri 121 °C in 1,2 
bara. Ko se je gojišče ohladilo na 60 °C, smo za selekcijo S. rimosus transformant dodali 
založno raztopino tiostreptona do končne koncentracije 30 µg/ml (1 ml založne raztopine 
30 mg/ml tiostreptona na 1 l gojišča). Gojišča smo aseptično razlili na plastične petrijevke 
in shranili pri 4 °C do dveh tednov. 
 
3.1.4.4  Tekoče GOTC vegetativno gojišče 
 
Preglednica 9: Sestava tekočega GOTC vegetativnega gojišča – 1 l 
Sestavina Koncentracija v gojišču (g/l) Proizvajalec 
Tripton 15 Merck 
Glukoza 10 Sigma 
Kalcijev karbonat 1  
Kvasni ekstrakt 5 BioLife 
Destilirana voda do 1000 ml  
 
Vse sestavine dobro zmešamo na magnetnem mešalu  in razdelili v centrifugirke, po 5 ml 
in zatesnili s penastimi zamaški. Gojišča smo avtoklavirali 20 minut pri 121 °C in 1,2 bara. 
Do uporabe smo gojišča shranili pri 4 °C. Za selekcijo transformant S. rimosus smo pred 
uporabo dodali založno raztopino tiostreptona do končne koncentracije 5 µg/ml. 
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3.1.4.5  Tekoče GOTC produkcijsko gojišče 
 
Preglednica 10: Sestava tekočega GOTC produkcijskega gojišča – 1 l 
Sestavina Koncentracija v gojišču (g/l) Proizvajalec 
MOPS 7 Sigma-Aldrich 
Sojina moka 42 Sigma 
Amonijev sulfat 6 Sigma-Aldrich 
Magnezijev klorid 2 Sigma-Aldrich 
Natrijev klorid - NaCl 1,5 Merck 
Kalcijev karbonat 7,3  
Koruzni škrob 28 Sigma 
1 % raztopina ZnSO4 10 ml  
1 % raztopina MnSO4 3,75 ml  
Pitna voda do 1000 ml  
 
Gojišče smo segrejeli na magnetnem mešalu do 80 °C, nato smo ga ohladili in umerili pH 
na 6,25 z 1 M NaOH ali HCl. Gojišče smo razdelili v centrifugirke, po 5 ml in jih zatesnili 
s penastimi zamaški. Gojišča smo avtoklavirali 30 minut pri 121 °C in 1,2 bara. Do 
uporabe smo gojišče shranili na sobni temperaturi. Za selekcijo transformant S. rimosus 
smo pred uporabo dodali založno raztopino tiostreptona do končne koncentracije 5 µg/ml. 
 
3.1.4.6  Gojišče LB z ampicilinom 
 
Preglednica 11: Sestava trdnega gojišča LB z ampicilinom – 1 l 
Sestavina Koncentracija v gojišču (g/l) Proizvajalec 
Natrijev klorid - NaCl 10 Merck 
Tripton 10 Merck 
Kvasni ekstrakt 5 BioLife 
Agar 20 BioLife 
Destilirana voda do 1000 ml  
 
Vse sestavine smo zmešali na magnetnem mešalu in avtoklavirali 20 minut pri 121 °C in 
1,2 bara. Ko se je gojišče ohladilo na 60 °C, smo dodali še 1 ml založne raztopine 100 
mg/ml ampicilina do končne koncentracije 100 µg/ml za selekcijo transformant E. coli. 
Gojišče smo aseptično razlili na plastične petrijevke in shranili pri 4 °C do dveh tednov. 
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3.1.4.7  Tekoče gojišče CRM 
 
Preglednica 12: Sestava tekočega gojišča CRM – 1 l 
Sestavina Koncentracija v gojišču (g/l)  Proizvajalec 
Glukoza 10  Kemika 
Saharoza 103  Sigma-Aldrich 
Magnezijev klorid tetrahidrat  - 
MgCl2 ∙ 6H2O 
10,12  Kemika 
Kvasni ekstrakt 5  BioLife 
TSB 15  BioLife 
Destilirana voda do 1000 ml   
 
Vse sestavine smo dobro zmešali na magnetnem mešalu in razdelili v centrifugirke, po 5 
mL in jih zatesnili s penastimi zamaški. Gojišče smo avtoklavirali 20 minut pri 121 °C in 
1,2 bara. Do uporabe smo gojišče shranili na sobni tempreaturi. Za selekcijo transformant 
S. rimosus smo pred uporabo dodali založno raztopino tiostreptona do končne 
koncentracije 5 µg/ml. 
 
3.1.4.8  Gojišče 2TY 
 
Preglednica 13: Sestava gojišča 2TY 
Sestavina Koncentracija v gojišču (g/l) Proizvajalec 
Tripton 16 Merk 
Kvasni ekstrakt 10 BioLife 
Natrijev klorid – NaCl 5 Merck 
Destilirana voda Do 1000 ml  
 
Vse sestavine smo zmešali na magnetnem mešalu in avtoklavirali 20 minut pri 121 °C in 
1,2 bara. Do uporabe smo gojišče shranili v hladilniku pri 4 °C. Za pripravo trdnega 
gojišča 2TY smo pred avtoklaviranjem dodali še 20 g agarja (BioLife). Po avtoklaviranju 
smo trdno gojišče 2TY aseptično razlili na plastične petrijevke in jih do uporabe shranili v 
hladilniku pri 4 °C. 
 
3.1.5 Priprava založnih raztopin antibiotikov 
 
Založne raztopine ampicilina smo pripravili tako, da smo v destilirani vodi raztopili 
ampicilin do končne koncentracije 100 mg/ml in nato prefiltrirali skozi 0,2 µm filter. 
Založno raztopino smo shranili v zamrzovalniku pri -20 °C. 
 
Založno raztopino tiostreptona smo pripravili tako, da smo v DMSO raztopili tiostrepton 
do končne koncentracije 20 mg/ml in nato prefiltirali skozi 0,2 µm filter. Založno 
raztopino smo shranili v zamrzovalniku pri -20 °C. 
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3.1.6 Reagenti za pripravo elektrokompetentnih celic 
 
Za pripravo elektrokompetentnih celic smo potrebovali: 
- 1 mM HEPES 
- Pufer ET 
- 10,3 % raztopina saharoze 
- 10 % glicerol 
- 15 % glicerol 
 
1 mM HEPES smo priravili tako, da smo najprej pripravili založno raztopino 1 M HEPES 
in sicer tako, da smo zatehtali 23,83 g HEPES in dodali približno 80 ml destilirane vode, 
umerili pH na 7,0 in nato dopolnili volumen do 100 ml. Iz založne raztopine smo 
odpipetirali 1 ml 1 M HEPES in ga razredčili v 999 ml destilirane vode. Do uporabe smo 
raztopino shranili pri 4 °C. 
 
Pufer ET smo pripravili tako, da smo zatehtali 3 g PEG 1000 in 0,65 g saharoze ter dodali 
1 ml glicerola, dopolnili volumen do 100 ml in avtoklavirali 20 minut pri 121 °C in tlaku 
1,1 bara. 
 
10,3 % raztopino saharoze pripravimo tako, da zatehtamo 10,3 g saharoze in jo raztopimo 
v 100 ml destilirane vode. 
 
Za pripravo 10 % glicerola odpipetiramo 10 ml 100 % glicerola in ga razredčimo v 100 ml 
destilirane vode. 
 
Za pripravo 15 % glicerola odpipetiramo 15 ml 100 % glicerola in ga razredčimo v 100 ml 
destilirane vode. 
 
3.1.7 Reagenti za izolacijo plazmidne DNA 
 
Izolacija plazmidne DNA z GenElute Plasmid Miniprep Kit (Sigma Aldrich). 
Sestava: 
- Raztopina za resuspenzijo celic 
- Raztopina za lizo celic 
- RNAza A  
- Raztopina za nevtralizacijo 
- Raztopina za spiranje kolone z etanolom 
- Raztopina za elucijo plazmidne DNA (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0) 
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3.1.8 Reagenti za restrikcijsko analizo plazmidov 
 
Sestava: 
- Restrikcijski encimi PstI, XbaI, EcoRI (Thermo Scientific) 
- Nanašalni pufer Fast digest green buffer (Thermo Scientific) 
- PCR voda 
 
Preglednica 14: Prepoznavna mesta restrikcijskih encimov PstI, XbaI, EcoRI 
Encim Prepoznavno mesto (5' – 3') 
PstI CTGCA↓G 
XbaI T↓CTAGA 
EcoRI G↓AAT TC 
 
3.1.9 Reagenti za agarozno gelsko elektroforezo 
 
Sestava agaroznega gela (100 ml): 
- Agaroza (Sigma Aldrich) – 1 g 
- 1x pufer TAE – 100 ml (priprava: 20 ml 50x TAE in 80 ml destilirane vode) 
- SYBR® Safe gel stain (Invitrogen) – 3,3 µl 
- DNA lestvica - GeneRulerTM 100 bp/Mix (Thermo Fisher) 
 
Pred začetkom izvajanja gelske elektroforeze smo pripravili 50x TAE založne raztopine 
tako, da smo natehtali 242 g TRIS baze, odmerili 57,1 ml glacialne ocetne kisline in 100 
ml 0,5 M EDTA. Nato smo dolili destilirano vodo do 1 litra. Raztopino smo shranili pri 4 
°C. 
 
Agarozo smo v mikrovalovni pečici raztopili v 1x pufru TAE. Ko se je raztopina ohladila, 
smo dodali 3,3 µl SYBR® Safe in razlili gel v stojalo z vstavljenim glavničkom, kamor 
smo nato nanesli vzorce. Ko se je gel strdil, smo ga postavili v kadičko za elektroforezo in 
dolili 1x TAE pufer, če je bilo to potrebno. 
 
3.1.10 Reagenti za azokazeinski test 
 
- Azokazein (Sigma) – 3 % raztopina 
- Pufer TRIS – HCl 
- 15 % trikloroocetna klislina - TCA 
- 5 M NaOH 
 
Raztopino azokazeina smo pripravili tako, da smo zatehtali 0,3 g azokazeina in ga dobro 
raztopili na magnetnem mešalu v 10 ml dvakrat destilirane vode. Do uporabe smo 
raztopino shranili pri 4 °C  in ovito v aluminijasto folijo. 
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Za pripravo 100 ml pufra TRIS-HCl smo potrebovali 50 mM TRIS-HCl in 1 mM CaCl2. 
Zatehtali smo 0,788 g TRIS-HCl in 0,011 g CaCl2. Dodali smo 90 ml dvakrat destilirane 
vode (ddH2O). Umerili smo pH na 8,0 z 1M NaOH in dolili destilirano vodo do 100 ml. 
Pufer smo shranili pri 4 °C. 
 
100 ml 15 % trikloroocetne kisline smo pripravili tako, da smo zatehtali 15 g TCA in jo 
raztopili v dvakrat destilirani vodi. Do uporabe smo raztopino shranili pri 4 °C. 
 
3.1.11 Reagenti za afinitetno kromatografijo 
 
- Pufri za afinitetno kromatografijo (pufer A, pufer B, 2 M imidazol) 
- Nikljeve kroglice (Roche – Complete His-Tag Purification Resin) 
 
Za pripravo 200 ml pufra A smo potrebovali 50 mM natrijevega dihidrogenfosfata – 
Na2H2PO4 in 300 mM natrijevega klorida – NaCl. Zatehtali smo 1,379 g Na2H2PO4 in 
3,506 g NaCl. Raztopili smo v 200 ml destilirane vode in umerili pH na 8,0. Pufer smo 
shranili pri 4 °C. 
 
Za pripravo 100 ml pufra B smo potrebovali 50 mM natrijevega dihidrogenfosfata – 
Na2H2PO4, 300 mM natrijevega klorida – NaCl in 300 mM imidazola. Zatehtali smo 0,689 
g Na2H2PO4, 1,753 g NaCl in 2,042 g imidazola in raztopili v 100 ml destilirane vode. pH 
smo umerili na 8,0. Pufer smo shranili pri 4 °C. 
 
Za pripravo 2 M raztopine imidazola smo zatehtali 6,808 g imidazola (Sigma) in ga 
raztopili v 50 ml destilirane vode. Raztopino smo shranili pri 4 °C. 
 
3.1.12 Reagenti za poliakrilamidno gelsko elektroforezo in cimografijo 
 
- Poliakrilamidni gel 
- Pufer za potek poliakrilamidne gelske elektroforeze 
-  
Pufer za potek poliakrilamidne gelske elektroforeze smo pripravili v 10x založni raztopini 
in sicer tako, da smo zatehtali 30,2 g TRIS, 144,0 g glicina in 10,0 g SDS. Pri tehtanju smo 
ves čas nosili masko in rokavice, ker so snovi dražljive za sluznico. Nato smo dolili 1 l 
destilirane vode in raztopili z  mešanjem na magnetnem mešalu. Raztopino smo shranili pri 
sobni temperaturi. 
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Preglednica 15: Sestava ločevalnega dela poliakrilamidnega gela (15 %) 
Sestavina Volumen (µl) 
Destilirana voda 1190,6 
1,5 M TRIS – HCl 1110,6 
10 % SDS 44 
30 % akrilamid/bis-akrilamid 2200 
10 % APS 22,2 
TEMED 2,26 
 
Preglednica 16: Sestava koncentracijskega dela poliakrilamidnega gela (2 %) 
Sestavina Volumen (µl) 
Destilirana voda 1355,3 
0,5 M TRIS – HCl 555,3 
10 % SDS 22 
30 % akrilamid/bis-akrilamid 222 
10 % APS 11,11 
TEMED 1,11 
 
Pred začetkom dela smo si pripravili stojala za pripravo poliakrilamidnega gela. Za 
pripravo ločevalnega dela poliakrilamidnega gela smo zamešali vse sestavine v zaporedju, 
opisanem v preglednici 15. Po pripravi smo na vrh ločevalnega dela gela dolili malo 
destilirane vode, da smo preprečili stik z zrakom in pustili pol ure, da se je gel strdil. Ko je 
gel polimeriziral, smo odlili vodo in naredili še koncentracijski del poliakrilamidnega gela 
v zaporedju, ki je opisan v preglednici 16. Na koncu smo v gel postavili še glavniček, ki je 
služil za nastanek vdolbin, kamor  smo nanesli vzorce. Za pripravo poliakrilamidnega gela 
za cimografijo, smo pripravili raztopino po enakem postopku, le da smo dodali še 0,086 g 
kazeina, ki ga je proteaza razgradila, da smo lahko na gelu po barvanju videli aktivnost 
encima. 
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3.2 METODE 
 
Laboratorijsko delo je bilo razdeljeno na molekularni del, kjer so bili pripravljeni 
konstrukti plazmidov in transformirani v seve, ki so bili uporabljeni, ter na biokemijsko 
analizo 
 
Celoten postopek laboratorijskega dela je prikazan na sliki 3. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 3: Shema poteka raziskovalnega dela 
 
3.2.1 Molekularno biološko delo 
 
3.2.1.1 Konstrukcija plazmidnih konstruktov 
 
Plazmid, ki smo ga uporabili kot osnovo za raziskovalno delo, je bil plazmid pVF, 
pripravljen z združitvijo E. coli pUC19 vektorja in S. rimosus pPZ12 vektorja. Shematski 
prikaz plazmida pVF je prikazan na sliki 4 (Carrillo Rincon, 2016). 
 
Plazmid pVF je E. coli  Streptomyces prenosljivi vektor, kjer pUC19 omogoča ohranjanje 
visokega števila kopij plazmidne DNA v bakteriji E. coli, pPZ12 pa omogoča ohranjanje 
visokega števila kopij plazmidne DNA v Streptomyces rimosus. Poleg tega pUC19 
zagotavlja E. coli odpornost na antibiotik ampicilin, pPZ12 pa bakterijam Streptomyces 
rimosus odpornost na antibiotik tiostrepton. pVF je replikativni plazmid, velikosti 8,7 kbp 
Testiranje izbranih transformant 
in potrditev aktivnosti 
Priprava inokoluma v 
vegetativnem gojišču  
Izvedba poskusnih kultivacij 
biosinteznega postopka v GOTC 
produkcijskem gojišču 
Čiščenje produkta s His-tag 
kolonami 
Vizualizacija produkta na 
SDS - PAGE 
Priprava plazmidnih 
konstruktov 
Transformacija S. rimosus 
∆OTC in selekcija izbranih 
transformant 
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in vsebuje zapis za rezistenco proti antibiotiku ampicilinu in tiostreptonu. Plazmid pVF 
vsebuje tudi gen za replikazo in mesto začetka podvajanja (oriT) (Carrillo Rincon, 2016). 
 
Plazmid ki smo ga uporabili za izvedbo magistrske naloge, smo pripravili tako, da smo 
plazmidni konstrukt na osnovi plazmida pVF, ki smo ga izolirali iz seva S. rimosus 
M4018, z elektroporacijo transformirali v S. rimosus ∆OTC. Plazmid, izoliran iz S. 
rimosus M4018 je vseboval kaseto za izražanje pernizina. Za izbiro seva S. rimosus ∆OTC 
smo se odločili, ker ima iz svojega genoma odstranjen gene za biosintezo oksitetraciklina.  
 
Na sliki 5 je shema restrikcijskih mest na plazmidu pVF in prepoznavna meta za 
restrikcijske encime, uporabljene tekom magistrske naloge. Na sliki 6 in 7 so shematski 
prikazi plazmidov, konstruiranih tekom magistrske naloge (pVF tcp830 srT pernisine CO 
HT in pVF tcp830 srT propernisine CO HT). Signalna sekvenca srT je signalna sekvenca, 
ki omogoča izločanje proteinov iz celice, s tem pa omogoča izolacijo proteina iz tekočega 
gojišča. Vsi konstrukti vsebujejo tetraciklinski promotor tcp830, so kodosko optimizirani 
(CO) in imajo na C – terminalnem koncu pripet histidinski repek (His – Tag, HT), ki se 
med afinitetno kromatografijo veže na nikelj in omogoča izolacijo proteina. 
 
 
Slika 4: Plazmid pVF, kjer modri del predstavlja del vektorja iz S. rimosus pPZ12 in rdeči del predstavlja del 
vektorja iz E. coli pUC19 
 
 
 
 
 
 
 
26 
Stare N. Optimizacija biosinteznega postopka … pernizina z bakterijo Streptomyces rimosus.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 5: Shema restrikcijskih mest na plazmidu in prepoznavnih mest za restrikcijske encime 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 6: Shema plazmidnega konstrukta pVF tcp830 srt propernisine CO HT. Konstrukt vsebuje 
tetraciklinski promotor (tcp830), signalno sekvenco (srT) in oznako His – Tag (HT). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Promotor Gen 
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27 
Stare N. Optimizacija biosinteznega postopka … pernizina z bakterijo Streptomyces rimosus.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 7: Shema plazmidnega konstrukta pVF tcp830 srT pernisine CO HT. Konstrukt vsebuje tetraciklinski 
promotor (tcp830), signalno sekvenco (srT) in oznako His – Tag (HT). 
 
3.2.1.2 Priprava elektrokompetentnih celic E. coli 
 
Pred začetkom priprave kompetentnih celic smo iz zamrzovalnika vzeli ustrezen sev E. 
coli in ga nacepili na trdno 2TY gojišče in inkubirali preko noči pri 37 °C. Naslednji dan 
smo s sterilno cepilno zanko prenesli kolonije v 50 ml tekočega 2TY gojišča in inkubirali 
preko noči pri 37 °C in 220 rpm. 
 
Tretji dan smo inokulirali 200 ml tekočega 2TY gojišča z 2 ml prekonočne kulture E. coli 
in inkubirali 2 do 3 ure pri 37 °C in 220 rpm, dokler optična gostota pri 600 nm ne doseže 
vrednost 0,9. Medtem smo ohladili centrifugo Hettich Rotanta 460R na 4 °C in pripravili 
led. Ko je inokulum dosegel absorbanco 0,9 smo brozgo prenesli v sterilne centrifugirke, 
inkubirali na ledu 30 minut in centrifugirali 10 pri 4 °C in 4000 rpm. Po končanem 
centrifugiranju smo odlili supernatant in pelet nežno resuspendirali z 100 ml 1 mM 
HEPES, ki smo ga predhodno pripravili. Resuspendiran pelet ponovno centrifugirali in 
nato odlili supernatant. Pelet smo ponovno resuspendirali z 50 ml 1 mM HEPES in 
ponovno centrifugirali. Pelet smo nato ponovno resuspendirali, tokrat v mešanici 50 ml 10 
% glicerola in 1 mM HEPES in nato ponovno centrifugirali. Nato smo pelet ponovno 
resuspendirali v 2,5 ml mešanice 10 % glicerola in 1 mM HEPES, v razmerju 1:1. Celice 
smo alikvotirali po 100 µl v ohlajene mikrocentrifugirke in do uporabe shranili pri -80 °C. 
EcoRI 
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3.2.1.3  Priprava elektrokompetetnih celic S. rimosus 
 
Priprava elektrokompetentnih celic S. rimosus je daljša od priprave kelektrokompetentnih 
celic E. coli. Pred začetkom priprave smo 100 µl suspenzije spor S. rimosus razmazali na 
trdnem gojišču TSA in inkubirali 7 dni pri 30 °C. Po končani inkubaciji smo kolonijo iz 
gojišča TSA prenesli v 5 ml tekočega gojišča TSB in stresali 24 ur pri 28 °C in 220 rpm. 
Prekonočno kulturo smo nato prelili v sterilne, ohlajene centrifugirke, inkubirali na ledu 30 
minut in nato centrifugirali 15 pri 4 °C in 14 000 G. Supernatant smo odlili in pelet 
resuspendirali v 100 ml 10,3 % ohlajeni raztopini saharoze in ponovno centrifugirali 15 
minut pri 4 °C in 10 000 G. Pelet smo resuspendirali v 50 ml 10,3 % raztopini saharoze in 
ponovno centrifugirali 15 minut pri 4 °C in 10 000 G. Nato smo odlili supernatant in pelet 
resuspendirali v 10 ml 15 % glicerola z dodatkom lizocima  koncentraciji 0,004 g 
lizocima/10 ml vode. Suspenzijo smo prenesli v sveže sterilne 50 ml centrifugirke in 
inkubirali 30 minut pri 37 °C in zatem centrifugirali 15 minut pri 4 °C in 10 000 G. Pelet 
smo ponovno resuspendirali, tokrat v 20 ml ohlajenega 15 % glicerola in centrifugirali 15 
minut pri 4 °C in 7 600 G. Usedlino celic smo resuspendirali v 2,5 ml pufra ET in 
suspenzijo alikvotirali po 50 µl v ohlajene mikrocentrifugirke in jih do uporabe shranili pri 
-80 °C 
 
3.2.1.4 Izolacija in restrikcijska analiza plazmidov, izoliranih iz S. rimous M4018 
 
Za preverjanje konstruktov smo nacepili spore S. rimosus v tekoče gojišče CRM z 
dodatkom tiostreptona in inkubirali 24 ur pri 28 °C in 220 obratih/min. 
 
Pred začetkom izolacije plazmidne DNA smo najprej prenesli 1 ml prekonočne kulture v 
prazno mikrocentrifugirko in centrifugirali 2 minuti pri najvišji hitrosti. Pelet smo sprali 
trikrat z 1 ml 10,3 % saharoze, vsakič smo centrifugirali 2 minuti pri najvišji hitrosti. Po 
spiranju smo dodali raztopino za resuspenzijo in pred dodatkom raztopine za lizo dodali 50 
µl lizocima, do končne koncentracije lizocima 18 mg/ml. Lizocim smo dodali zato, da se 
razgradi celična stena in lažje izoliramo plazmid. 
 
Nato smo suspenzijo centrifugirali v mikrocentifugirki 1 minuto pri najvišji hitrosti 
centrifuge (12000 obratov/min) in sledili navodilom za delo proizvajalca Sigma – Aldrich. 
Pelet smo nato resuspendirali v 200 µl raztopine za resuspenzijo in dodali 200 µl raztopine 
za lizo celic in pustili, da se mešanica zbistri. Dodali smo 350 µl raztopine za nevtralizacijo 
in nekajkrat obrnili mikrocentrifugirko, da se je mešanica premešala, nato smo 
centrifugirali 10 minut pri najvišji hitrosti centrifuge (12000 obratov/min). Medtem smo 
pripravili kolono za izolacijo plazmidov in sicer tako, da smo na kolono dodali 500 µl 
raztopine za pripravo kolon in centrifugirali 1 minuto pri najvišji hitrosti centrifuge. Po 
končanem centrifugiranju mešanice, smo prenesli lizat na kolono, centrifugirali 1 minuto 
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in odlili filtrat. Dodali smo 750 µl raztopine za spiranje kolone, centrifugirali 1 minuto pri 
največji hitrosti in odlili filtrat. Nato smo še enkrat centrifugirali pri največji hitrosti, da 
smo posušili kolono. Kolono smo prenesli v novo mikrocentrifugirko in dodali 50 µl 
raztopine za elucijo. S tem smo uspešno izolirali plazmidno DNA, ki smo jo uporabili za 
nadaljnje delo. Izolirane plazmide smo do uporabe shranili pri - 20 °C. Nato smo izvedli 
agarozno gelsko elektroforezo, da smo preverili, če je plazmid ustrezen. 
 
3.2.1.5  Transformacija plazmidov v E. coli 
 
Streptomicete imajo v svojem genomu specifičen sistem za prepoznavo metilirane DNA in 
ob prepoznavi take DNA jo razgradi. Da smo se izognili razgradnji DNA in da smo 
povečali njeno stabilnost v končnem gostitelju, smo plazmid pVF najprej transformirali v 
sev E. coli DH10β, ki v svojem genomu vsebuje Dam metilazo in Dcm metilazo, torej 
dodaja metilno skupino na adenin oziroma citozin v molekuli DNA. Da bi se izognili 
razgradnji plazmidnega vektorja v bakteriji S. rimosus, smo plazmid izoliran iz E. coli 
DH10β transformirali v E. coli ET12567, ki ne metilira plazmidne DNA. Plazmidno DNA, 
izolirano iz E. coli ET12567, smo nato uporabili za transformacijo bakterij S. rimosus. 
Med vsako ponovno transformacijo smo plazmide izolirali in preverili s pomočjo agarozne 
gelske elektroforeze, da smo dokazali, da je bila transformacija uspešna. 
 
Transformacijo smo izvedli s pomočjo elektroporacije. Pred začetkom smo iz skrinje 
predhodno vzeli elektrokompetentne celice E. coli, ki smo jih nato odmrznili na ledu. 
Poleg tega smo na ledu ohladili tudi kivete za elektroporacijo. V prazni mikrocentrifugirki 
smo 40 µl elektrokompetentnih celic dodali 1 µl plazmida, ki smo ga ustrezno redčili do 
maksimalne koncentracije 1 µg/ml. Vsebino mikrocentrifugirk smo nato prenesli v 
elektroporacijsko kiveto in vse skupaj inkubirali na ledu. Kiveto smo nato vstavili v 
elektroporator, ki smo ga nastavili na program Eco I na aparaturi Bio-Rad Micropulser. 
Takoj po elektroporaciji smo dodali 1 ml gojišča LB in s pipeto resuspendirali tekočino, ki 
smo jo nato prenesli v prazno sterilno mikrocenrifugirko. Po transformaciji smo suspenzijo 
inkubirali 1 uro pri 37 °C in 300 obratih/min. Po inkubaciji smo celice nacepili na plošče z 
gojiščem LB z dodanim ampicilinom (do končne koncentracije ampicilina 100 µg/ml), 
tako da smo odpipetirali 100 µl suspenzije, ki jo prenesli na plošče in razmazali s spatulo 
po Drigalskem za enkratno uporabo. Plošče smo inkubirali 24 ur pri 37 °C. 
 
Po inkubaciji smo precepili posamezne kolonije v 5 ml tekočega gojišča LB z dodanim 
ampicilinom v končni koncentraciji 100 µg/ml in inkubirali 24 ur pri 37 °C in 220 
obratih/min na stresalniku v 50 ml centrifugirkah. 
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3.2.1.6  Izolacija plazmidne DNA iz E.coli po navodilih proizvajalca Sigma - 
Aldrich 
 
Za izolacijo plazmidne DNA smo odpipetirali 1 – 5 ml prekonočne kulture v 
mikrocentrifugirko in izvedli izolacijo plazmidov, kot je opisano v poglavju 3.1.4, s to 
razliko, da peleta nismo spirali s saharozo in nismo uporabili lizocima, saj je raztopina za 
lizo, proizvajalca Sigma – Aldrich dovolj za razgradnjo celične stene bakterij E. coli. Po 
izolaciji plazmida smo ustreznost plazmidov prevedili z agarozno gelsko elektroforezo. 
Plazmide smo do uporabe shranili pri -20 °C. 
 
3.2.1.7 Transformacija plazmidne DNA v Streptomyces rimosus ∆OTC 
 
Plazmide, ki smo jih predhodno izolirali iz E. coli ET12567, smo transformirali v bakterijo  
Streptomyces rimosus ∆OTC. Predhodno smo iz skrinje vzeli elektrokompetentne celice S. 
rimosus in jih odtajali na ledu. Elektroporator (Bio-Rad Micropuler) smo nastavili na 
električni pulz 2 kV. V mikrocentifugirki smo zmešali 40 µl celic in 8 µl plazmida, ki smo 
ga ustrezno redčili, do maksimalne koncentracije 1 µg/ml. Vsebino mikrocentrifugirke smo 
prenesli v elektroporacijsko kiveto in izvedli elektroporacijo. Takoj smo dodali 950 µl 
tekočega gojišča TSB. Vse smo prenesli v 50 ml centrifugirko in inkubirali 3 ure pri 28 °C 
in 220 obratih/min na stresalniku. Po končani inkubaciji smo razmazali 100 µl celične 
suspenzije na trdna gojišča TSA z dodatkom tiostreptona do končne koncentracije 
30µg/ml. Ostanek smo centrifugirali 10 minut pri 3000 G, resuspendirali v 100 µl gojišča 
in razmazali na trdna gojišča TSA z dodatkom tiostreptona do končne koncentracije 30 
µg/ml). Gojišča smo inkubirali 3 dni pri 28 °C. Po transformaciji celic S. rimosus smo 
izvedli selekcijo za celice, ki so prejele plazmid.  
 
Kolonije, ki so zrasle po transformaciji na trdnih gojiščih TSA z dodatkom tiostreptona, 
smo s sterilnimi zobotrebci prenesli na sveža trdna gojišča TSA z dodatkom tiostreptona. 
Izbrali smo kolonije, ki so imele v gojišče ugreznjen substratni micelij. Gojišča smo nato 
inkubirali 3 dni pri 30 °C. Kolonije, ki so zrasle na teh ploščah smo nato precepili v dve 
različni gojišči. S slamicami smo jih precepili v tekoče gojišče CRM z dodatkom 
tiostreptona za preverjanje konstruktov z agarozno gelsko elektroforezo in na trdno gojišče 
soja manitol – SM z dodatkom tiostreptona za pripravo založne suspenzije spor.  
 
3.2.1.8 Priprava založne suspenzije spor 
 
Zaloge spor pripravimo tako, da kolonije, ki smo jih po transformaciji nacepili na trdno 
gojišče TSA, precepimo na trdno gojišče soja manitol – SM s sterilnim zobotrebcem, tako 
da smo kolonijo razmazali po celotni plošči. Gojišča smo nato inkubirali 10 dni pri 30 °C. 
Po končani inkubaciji so spore vidne po celotni plošči in so bele barve. Zaloge spor smo 
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pripravili tako, da smo na površino gojišča dodali 2 ml 20 % glicerola in s spatulo po 
Drigalskem za enkratno uporabo podrgnili po površini gojišča. Mešanico spor in glicerola 
smo alikvotirali v mikrocentrifugirke po 100 µl. Spore smo shranili pri – 20 °C. 
 
3.2.1.9 Izolacija plazmidne DNA iz S. rimosus 
 
Plazmidno DNA smo iz celic S. rimosus ∆OTC izolirali po postopku, opisanem v poglaju 
3.2.1.4. Ker kvaliteta plazmidov izoliranih iz S. rimosus ∆OTC ni dovolj dobra za 
vizualizacijo na agaroznem gelu, smo po končani izolaciji plazmide transformirali nazaj v 
E. coli DH10β, da smo dobili čist plazmid. Pri tem smo sledili protokolu za transformacijo 
in izolacijo plazmidov iz E. coli, ki je opisan v poglavju 3.2.1.2. Plazmide smo shranili pri 
– 20 °C. 
 
3.2.1.10  Restrikcijska analiza plazmidov 
 
Restrikcijsko analizo plazmidov smo izvedli zato, da smo preverili, če se je v 
transformiranih celicah S. rimosus ohranil ustrezen konstrukt. Uporabili smo restrikcijski 
encim PstI v kombinaciji z XbaI, ki reže med genom in signalno sekvenco ter restrikcijski 
encim EcoRI, ki reže pred promotorjem in za genom. S tem smo preverili, če sta v 
plazmidu prisotna dela obeh vektorjev – pUC19 in pPZ12. 
 
Restrikcijsko analizo plazmidov smo izvedli tako, da smo naredili reakcijsko mešanico in 
inkubirali 20 minut pri 37 °C. Sestava restrikcijske mešanice je predstavljena v preglednici 
17. 
 
Preglednica 17: Sestava restrikcijske mešanice in količina posameznih sestavin.  
 Količina (µl) 
Fast digest green buffer 2 
Encim (PstI, XbaI ali EcoRI) 0,5 
PCR H2O 15 / 15,5 (za 2 encima) 
Plazmidna DNA 2 
 
3.2.1.11 Izvedba agarozne gelske elektroforeze 
 
Agarozna gelska elektroforeza je standardna metoda v molekularni biologiji. Uporablja se 
za ločevanje molekul DNA glede na njihovo velikost (Lee in sod., 2012). 
 
Po končani restrikciji smo konstrukte plazmidov preverili z agarozno gelsko elektroforezo, 
gel pa smo pripravili kot je opisano v poglavju 3.1.8. Ko se je agarozni gel strdil, smo ga 
prenesli v elektroforezno kadičko, dolili dovolj 1x pufra TAE, da smo pokrili celoten gel. 
V vsako vdolbino smo nanesli 10 µl vzorca in v prvo in zadnjo vdolbino nanesli 4 µl DNA 
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lestvice »GeneRuler DNA Ladder MIX®« (Thermo Fisher). Napravo za elektroforezo smo 
nastavili na 90 V, 400 mA za 55 minut. Nastavitve elektroforeze smo po potrebi prilagodili 
velikosti gela. 
 
3.2.1.12  Kultivacija sevov za preverjanje aktivnosti proteina z azokazeinskim testom 
 
Za preverjanje aktivnosti proteina z azokazeinskim testom smo spore izbranih sevov 
nacepili v 5 ml tekočega CRM gojišča z dodatkom tiostreptona do končne koncentracije 5 
µg/ml in inkubirali 24 ur pri 28 °C in 220 obratih/min. Po končani inkubaciji smo 10 % 
inokuluma precepili v 5 ml tekočega GOTC produkcijskega gojišča z dodatkom 
tiostreptona do končne koncentracijo 5 µg/ml. Gojišče smo nato inkubirali 3 dni pri 28 °C, 
220 obratih/min in 60 % vlažnosti. Za potrebe preverjanja aktivnosti proteina smo 
odpipetirali 1 ml gojišča v mikrocentrifugirke in centrifugirali 5 minut pri 15 000 G. 
upernatant smo nato prenesli v novo mikrocentrifugirko in ga do uporabe shranili v 
zamrzovalniku pri – 80 °C. 
 
3.2.1.13  Kultivacija sevov za afinitetno kromatografijo 
 
Za izvedbo afinitetne kromatografije smo nacepili spore izbranih sevov v 50 ml tekočega 
CRM gojišča z dodatkom tiostreptona do končne koncentracije 5 µg/ml. Po 48 urni 
inkubaciji pri 28 °C in 220 obratih/min, smo 10 % inokuluma precepili v 200 ml tekočega 
GOTC produkcijskega gojišča z dodatkom tiostreptona do končne koncentracije 5 µg/ml in 
inkubirali 3 dni pri 28 °C, 220 obratih/min in 60 % vlažnosti. 
 
3.2.2   Biokemijska analiza rekombinatnega pernizina 
 
3.2.2.1  Izolacija heterologno izraženega pernizina iz bakterije S. rimosus z afinitetno 
kromatografijo 
 
Afinitetna kromatografija je metoda ločevanja molekul, ki temelji na specifičnih bioloških 
interakcijah. Ločevanje poteka na osnovi reverzibilnih interakcij med proteinom in 
ligandom, vezanim na inertni nosilec, ki se lahko specifično veže na vezavna mesta tarčnih 
molekul (Mayers in  van Oss, 1998). 
 
Po inkubaciji kulture v tekočem GOTC produkcijskem gojišču smo centrifugirali gojišče 
na centrifugi Hettich Rotanta 460R 10 minut pri 4 °C in 12 000 G, nato prelili supernatant 
v novo centrifugirko in ponovno centrifugirali pri enakih nastavitvah. Po končanem 
centrifugiranju smo prelili supernatant v 250 ml erlenmajerico in pomerili pH, ki je moral 
biti v območju od  pH 6,0 do pH 8,0. Če je bil pH v pravem območju, smo dodali nikljeve 
kroglice (Roche – Complete His-Tag Purification Resin) in stresali na stresalniku najmanj 
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1 uro pri 120 obratih/min. Ker je nikelj negativno nabit, se nanj veže pozitivno nabit 
histidin v histidinskem repu na proteinu. 
 
Supernatant z nikljevimi kroglicami (Roche – Complete His-Tag Purification Resin) smo 
prenesli na kolono za spiranje in pustili, da se spere s pomočjo gravitacije. Ko smo sprali 
ves supernatant, smo dodali za 10x volumen nikljevih kroglic pufra A in spirali dokler 
absorbanca pri valovni dolžini 280 nm ni padla na 0, oziroma na vrednost pri kateri 
absorbira pufer. Ko je absorbanca pri valovni dolžini 280 nm padla, smo začeli s spiranjem 
s pufrom B, kjer smo postopoma dodajali po 1 ml pufra in lovili posamezne frakcije v 
mikrocentrifugirke. Pufer B je vseboval 300 mM imidazola, ki ima večjo afiniteto vezave 
na nikelj, zato nadomesti histidin, ki se sprosti iz niklja. Po končanem spiranju s pufrom B, 
smo dodali še 3 ml 2 M imidazola, od tega pa smo spravili vsaj 1 ml za analize. Nato smo 
spirali z 20 % etanolom in shranili nikljeve kroglice za nadaljnjo uporabo v 20 % etanolu 
pri 4 °C. Vzorce smo shranili pri – 80 °C 
 
3.2.2.2  Vizualizacija pernizina na poliakrilamidnem gelu in preverjanje proteazne 
aktivnosti z cimogramom 
 
Po izolaciji proteina smo nanesli frakcije na poliakrilamidni gel in sicer 18 µl vzorca, ki 
smo ga predhodno zmešali z nanašalnim pufrom v razmerju 4:1. Poleg tega smo nanesli 
1,8 µl lestvice »PageRulerTM Plus Prestained Protein Ladder«. 
 
Istočasno smo izvedli še cimografijo, z uporabo predhodno določenih parametrov (Šnajder 
in sod., 2012) tako da smo v vsak utor na poliakrilamidnem gelu s kazeinom nanesli po 5 
µl vzorca, ki smo ga predhodno zmešali z nanašalnim pufrom v razmerju 4:1 in 3 µl 
lestvice v utor ob strani gela. Napravo za elektroforezo smo nastavili na 120 V, 400 mA za 
90 minut. Poleg tega smo kadičko založili z ledom saj se med potekom elektroforeze gel 
segreje in s tem smo upočasnili razgradnjo kazeina že med samo poliakrilamidno 
elektroforezo. 
 
Po poteku elektroforeze smo vzeli gel previdno iz stojala in ga prenesli v kadičko, v katero 
smo dotočili 25 ml destilirane vode in postavili na rotacijsko ploščo za 15 minut. Nato smo 
dodali barvilo Simply blue gel stain (Thermo Fisher), segrevali 15 sekund v mikrovalovni 
pečici in inkubirali 1 uro na rotacijski plošči. Odlili smo barvilo, dotočili destilirano vodo 
in pustili čez noč na stresalniku, da se gel dobro spere. Po spiranju gela, na njem lahko 
vidimo pernizin, pri velikosti 36 kDa, če je le – ta prisoten v gojišču. 
 
Gele za cimografijo smo najprej 15 minut inkubirali s Triton X-100, nato sprali z vodo, 
dodali pufer TRIS – HCl in inkubirali 1 uro pri 85 °C. Nato smo odlili pufer in spirali z 
destilirano vodo 10 minut. Dodali smo barvilo Simply blue gel stain (Thermo Fisher) in 
izvedli barvanje kot je opisano pri SDS-PAGE. 
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3.2.2.3 Vrednotenje proteazne aktivnosti z azokazeinskim testom 
 
Azokazeinski test je ena najbolj zanesljivih metod preverjanja proteolotične aktivnosti 
encima, in sicer zaradi stabilnosti barve in ker ni potrebe po barvnih reagentih. Metoda 
temelji na reakciji med substratom – 3 % azokazeinom in encimom pri optimalni 
temperaturi in pH testirane proteaze. Metoda za vrednotenje proteazne aktivnosti pernizina 
je bila že predhodno preverjena (Šnajder in sod., 2012). Pernizin, ki ima proteolitično 
aktivnost razcepi azokazein na azo skupino in kazein. Ker azo skupina v bazičnem pH 
obarva substrat v oranžno barvo, smo lahko intenziteto barve pomerili pri valovni dolžini 
440 nm (Coêlho in sod., 2016). 
 
Protokol izvedbe azokazeinskega testa je prikazan v preglednici 18. Azokazeinski test smo 
izvedli po testiranju posameznih transformant, kjer smo uporabili samo supernatant in po 
afinitetni kromatografiji, torej dvakrat. Vzorci, ki smo jih testirali po afinitetni 
kromatografiji smo redčili 50x, saj je bil pernizin v teh vzorcih skoncentriran. Redčitve 
smo upoštevali pri izračunu aktivnosti. 
 
Za izvedbo testa aktivnosti za preverjanje transformant smo odpipetirali 1 ml vzorcev v 
mikrocentrifugirke in centrifugirali 5 minut pri 15 000 G. Pelet smo zavrgli, supernatant pa 
smo uporabili za izvedbo azokazeinskega testa. Po izvedbi azokazeinskega testa smo 
preostanek supernatanta shranili pri – 20 °C za nadaljnjo uporabo. 
 
Preglednica 18: Protokol  izvedbe azokazeinskega testa 
 Vzorec Slep vzorec Negativna kontrola 
Priprava 
50 µl vzorca 
 
 
 
85 °C / 30 min 
50 µl pufra TRIS-
HCl 
 
 
85 °C / 30min 
50 µl vzorca 
60 µl 15 % TCA 
 
 
85 °C / 30 min 
Inkubacija 
50 µl vzorca 
50 µl pufra TRIS-HCl 
125 µl substrata 
 
 
85 °C / 20 min 
110 µl vzorec + 15 % TCA 
50 µl pufra TRIS-HCl 
125 µl substrata 
 
 
85 °C / 20 min 
Končne reakcije 
in merjenje 
absorbance 
60 µl 15 % TCA / 
- Inkubacija 5 min na ledu 
- Centrifugiranje – 15000 G / 5 min 
- Prenos 200 µl vzorca na mikrotitrsko ploščo 
- Dodatek 58,1 µl 5 M NaOH 
- Merjenje absorbance pri 440 nm 
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Po končanem merjenju absorbance smo izračunali aktivnost tako, da najprej od dobljene 
absorbance odšteli vrednost absorbance negativne kontrole. Dobljeno vrednost smo delili z 
0,01, ker je ena azokazeinska enota enaka zvišanju absorbance za 0,01 OD. Ta rezultat pa 
smo nato še delili z 0,05, saj smo želeli preračunati rezultat na mililiter vzorca, v eni 
reakciji pa smo imeli 50 µl vzorca. Po končanem izračunu smo upoštevali še ustrezno 
redčitev, da smo dobili končen rezultat. 
 
3.2.2.4 Določanje koncentracije proteinov z Bradfordovo metodo 
 
Bradfordova metoda za določanje koncentracije proteinov je metoda, ki temelji na vezavi 
Bradfordovega reagenta na protein. Vezava barvila na protein povzroči premik 
maksimuma absorbcije samega barvila iz valovne dolžine 465 nm na 595 nm, pri kateri 
tudi opazujemo absorbanco za določanje koncentracije proteina. Ta metoda je hitra in 
ponovljiva, poleg tega pa je tudi ena izmed najpogosteje uporabljenih metod za določanje 
koncentracije proteinov (Bradford, 1976). 
 
Za določanje koncentracije proteinov z metodo po Bradfordu smo najprej pripravili 
umeritveno krivuljo in sicer tako, da smo pripravili različne koncentracije govejega seruma 
albumina (BSA) v destilirani vodi. Pripravili smo koncentracije 0 mg/ml, 0,05 mg/ml, 0,1 
mg/ml, 0,2 mg/ml, 0,4 mg/ml, 0,6 mg/ml, 0,8 mg/ml in 1 mg/ml. Nato smo pripravili 
raztopino Bradfordovega reagenta tako, da smo zmešali 2 ml Bio – Rad Bradfordovega 
reagenta in 8 ml destilirane vode. Za pripravo umeritvene krivulje smo zmešali 10 µl BSA 
v različnih koncentracijah in 200 µl Bradfordovega reagenta. Nato smo pomerili 
absorbanco pri 595 nm. Pripravili smo tri ponovitve merjenja absorbance, da smo dobili 
bolj natančno umeritveno krivuljo (Bradford, 1976). 
 
Koncentracijo proteinov v vzorcu smo določali po končani afinitetni kromatografiji in 
samo z frakcijami, v katerih pričakujemo najvišje koncentracije proteina. Za določanje 
koncentracije proteinov v vzorcu smo zmešali 10 µl odtajanega in vorteksiranega 
posameznega vzorca in 200 µl razredčene raztopine Bradfordovega reagenta v mikrotitrsko 
ploščo. Poleg tega smo pripravili tudi kontrolo, 200 µl razredčene raztopine Bradfordovega 
reagenta in 10 µl destilirane vode. 
 
Vse vzorce za meritve koncentracije smo pripravili v treh paralelkah. Nato smo ploščo 
inkubirali pri sobni temperaturi 5 minut, da se razvije barva. Po končani inkubaciji smo 
pomerili absorbanco pri 595 nm. Po končanih meritvah smo izračunali koncentracijo 
proteinov s pomočjo umeritvene krivulje, ki smo jo pripravili predhodno. 
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3.2.2.5  Izračun specifične aktivnosti pernizina 
 
Specifična aktivnost je merilo aktivnosti encima na miligram proteina. Specifična aktivnost 
nam lahko poda podatek o čistosti proteina. Pri pernizinu je specifična aktivnost 
uravnavana s stani pro regije in jo lahko izračunamo s pomočjo aktivnosti proteina, ki smo 
jo dobili pri azokazeinskem testu in koncentracije, ki smo jo dobili po izvedbi Bradfordove 
metode. Specifična aktivnost ima enoto U/mg. Višjo številko kot dobimo, bolj čist protein 
imamo. Enačba za izračun specifične aktivnosti je prikazana spodaj (1). Enačba je vzeta iz 
študije Šnajder in sod., 2012 
 
 
𝑠𝑝𝑒𝑐𝑖𝑓𝑖č𝑛𝑎 𝑎𝑘𝑡𝑖𝑣𝑛𝑜𝑠𝑡[
U
mg
] =
𝑎𝑘𝑡𝑖𝑣𝑛𝑜𝑠𝑡 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑎 (
𝑈
𝑚𝑙
)
𝑘𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖𝑗𝑎 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑎 (
𝑚𝑔
𝑚𝑙
)
    …(1) 
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4 REZULTATI 
4.1 PRIPRAVA TRANSFORMANT Streptomyces rimosus 
 
Za potrebe magistrske naloge smo pripravili večje število neodvisnih transformant 
bakterije Streptomyces rimosus in sicer zato, da smo lahko primerjali produkcijo pernizina 
v bakteriji Streptomyces rimosus z različnimi plazmidnimi konstrukti. Zato smo pripravili 
konstrukte, ki so vsebovali genski zapisa za sintezo pernizina in konstrukte, ki tega zapisa 
niso vsebovali in zato produkcija pernizina ni bila možna. Seve, ki so imeli vstavljene 
konstrukte, ki niso vsebovali genkega zapisa za pernizin, smo uporabili kot negativne 
kontrole. 
 
4.1.1 Restrikcijska analiza plazmidnih konstruktov z agarozno gelsko elektroforezo 
 
Iz transformant seva S. rimosus M4018, transformiranih s plazmidnim konstruktom pVF 
tcp srT pernisine CO HT, smo izolirali plazmidno DNA, po postopku, opisanem v poglavju 
3.2.1.4. Ker koncentracija izolirane plazmidne DNA ni bila dovolj visoka za analizo z 
restrikcijskimi encimi, smo plazmidno DNA z metodo elektroporacije transformirali v 
elektrokompetentne celice E. coli DH10β ter izolirali plazmidno DNA po postopku 
opisanem v poglavju 3.2.1.6. Sledilo je preverjanje ustreznosti plazmidnih konstruktov s 
parom restrikcijskih encimov PstI in XbaI (slika 8), oziroma restrikcijskim encimom 
EcoRI (slika 9). Kot kontrolo smo uporabili plazmid pVF, hkrati pa smo preverili še 
ustreznost plazmidnega konstrukta pVF tcp srT propernisine CO HT. 
 
  
Slika 8: Agarozni gel z rezultati restrikcijske analize z restrikcijskimi encimi PstI/XbaI: oznake: 1a, 1b – 
plazmidni konstrukt pVF tcp srT pernisine CO HT; 2a, 2b – plazmidni konstrukt pVF tcp srT propernisine 
CO HT; pVF – kontrolni plazmid; L – velikostna lestvica) 
 
pVF 1a      1b 2a      2b L L 
3000 bp 
1000 bp 
500 bp 
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Na sliki 8 vidimo primerjavo velikosti fragmentov pri plazmidnih konstruktih pVF tcp srT 
pernisine CO HT (1a in 1b) v primerjavi z plazmidnimi konstrukti pVF tcp srT 
propernisine CO HT (2a in 2b) po restrikciji z restrikcijskimi encimi PstI in XbaI. 
Pričakovali smo, da bosta oba plazmida razpadla na fragmente treh dolžin, kar je tudi 
razvidno iz slike 8. Prvi fragment po restrikciji plazmida, ki vsebuje kaseto za sintezo 
pernizina je velik 6100 bp, drugi fragment je velikosti 2916 bp in tretji fragment, velikosti 
1036 bp. Pri restrikciji plazmida, ki vsebuje kaseto za sintezo propernizina pa so fragmenti 
dolgi 6100 bp, 2916 bp in 1246 bp. Zadnji fragment velikosti 1246 bp je daljši zaradi 
prisotnosti genskega zaspisa za sintezo pro regije, kar je tudi lepo vidno iz slike 8. Pri 
restrikciji plazmida pVF dobimo le dva fragmenta, velikosti 6100 bp in 2671 bp. To je v 
skladu s pričakovanji, saj plazmid pVF ne vsebuje ekspresijske kasete v kateri se nahaja še 
eno restrikcijsko mesto za PstI, zaradi katerega se pojavi tretji fragment. 
 
  
Slika 9: Agarozni gel z rezultati restrikcijske analize z restrikcijskimi encimi EcoRI: oznake: 1a, 1b – 
plazmidni konstrukt pVF tcp srT pernisine CO HT; 2a, 2b – plazmidni konstrukt pVF tcp srT propernisine 
CO HT; pVF – kontrolni plazmid; L – velikostna lestvica) 
 
 
Na sliki 9 vidimo primerjavo velikosti DNA fragmentov pri plazmidnih konstruktih pVF 
tcp srT pernisine CO HT (1a in 1b) v primerjavi z plazmidnimi konstrukti pVF tcp srT 
propernisine CO HT (2a in 2b) po restrikciji z restrikcijskim encimom EcoRI. Pričakovali 
smo, da bo plazmid razpadel na 2 dela, kar je tudi razvidno iz slike 9. Prvi fragment po 
restrikciji plazmida, ki vsebuje kaseto za sintezo pernizina je velik 8787 bp, drugi fragment 
pa je velik 1315 bp. Pri restrikciji plazmida, ki vsebuje kaseto za sintezo propernizina pa 
sta fragmenta dolga 8787 bp in 1525 bp. Zadnji fragment je daljši zaradi prisotnosti 
genskega zaspisa za sintezo pro regije, kar je tudi lepo vidno iz slike 9. Pri restrikciji 
plazmida pVF dobimo le en fragment, velikosti 8787 bp, ki je lineariziran, saj encim 
EcoRI razreže plazmid na le enem mestu. To je v skladu s pričakovanji, saj plazmid pVF 
ne vsebuje ekspresijske kasete v kateri se nahaja drugo restrikcijsko mesto za EcoRI. Ker 
pVF 1a       1b 2a      2b L L 
3000 bp 
1000 bp 
500 bp 
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smo z restrikcijsko analizo uspeli potrditi ustreznost plazmidov, smo z njimi nadaljevali 
eksperimentalno delo. 
 
4.1.2  Transformante sevov Streptomyces rimosus 
 
Tekom magistrske naloge smo transformirali več različnih plazmidov v sev S. rimosus 
∆OTC in S. rimosus M4018. Postopki transformacije so opisani v poglavju 3.2.1.4, 3.2.1.5 
in 3.2.1.7  Transformirani sevi so prikazani v preglednici 19. 
 
Preglednica 19: Transformante sevov S. rimosus ∆OTC in S. rimosus M4018 (tcp830 – promotor, srT – 
signalna sekvenca za izločanje proteina, CO HT – »Codone Optimised His – Tag«) 
Osnovni sev Plazmid Oznaka transformante 
S. rimosus ∆OTC pVF W pVF 
S. rimosus ∆OTC pVF tcp830 srT pernisine CO HT WperA – F 
S. rimosus ∆OTC 
pVF tcp830 srT propernisine CO 
HT 
W pro 
S. rimosus M4018 pVF 4018 pVF 
S. rimosus M4018 pVF tcp830 srT pernisine CO HT 4018 Per5 
S. rimosus M4018 
pVF tcp830 srT propernisine CO 
HT 
4018 pro 
 
4.2 TESTIRANJE PROTEAZNE AKTIVNOSTI KLONOV PO TRANSFORMACIJI 
Z AZOKAZEINSKIM TESTOM 
 
Azokazeinki test smo izvedli po protokolu zapisanem v preglednici 18. Azokazeinski test 
je bil izveden po predhosnem testiranju posameznih transformant. Transformante smo 
nacepili v 5 ml tekočega GOTC vegetativnega gojišča z dodatkom tiostreptoma do končne 
koncentracije 30 µg/ml, inkubirali 24 ur na 28 °C in 220 obratih/min ter nato precepili v 5 
ml tekočega GOTC produkcijskega gojišča z dodatkom tiostreptoma do končne 
koncentracije 30 µg/ml. Čas kultivacije in način vzorčenja je opisan v poglavju 3.2.1.12.  
 
Preverjali smo aktivnost transformant po treh in po petih dneh pri različnih temperaturah in 
sicer pri 28 °C, 37 °C in 42 °C, saj nas je zanimalo, če proteolitična aktivnost pernizina 
pade po določenem času oziroma njegova produkcija naraste pri višjih temperaturah zaradi 
hitrejšega zvijanja proteina oziroma bolj ustreznega zvijanja proteina zaradi povečane 
koncentracije šaperonov. Rezultati meritev so grafično prikazani na sliki 10. 
40 
Stare N. Optimizacija biosinteznega postopka … pernizina z bakterijo Streptomyces rimosus.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
 
  S
li
k
a 
1
0
: 
G
ra
fi
čn
i 
p
ri
k
az
 p
o
v
p
re
čn
ih
 a
k
ti
v
n
o
st
i 
tr
an
sf
o
rm
an
t 
p
o
 i
n
k
u
b
ac
ij
i 
p
ri
 2
8
 °
C
 p
o
 t
re
h
 i
n
 p
o
 p
et
ih
 d
n
eh
 p
ri
 t
re
h
 r
az
li
čn
ih
 t
em
p
er
at
u
ra
h
; 
2
8
 °
C
, 
3
7
 °
C
 i
n
 4
2
 °
C
. 
O
zn
ak
e 
se
v
o
v
 s
o
 s
k
la
d
n
e 
z 
o
zn
ak
am
i 
se
v
o
v
, 
za
p
is
an
ih
 v
 p
re
g
le
d
n
ic
i 
1
9
. 
K
u
lt
iv
ac
ij
a 
se
v
o
v
 j
e 
p
o
te
k
al
a 
k
o
t 
je
 o
p
is
an
o
 v
 p
o
g
la
v
ju
 3
.2
.1
.1
2
 v
 t
ek
o
če
m
 C
R
M
 g
o
ji
šč
u
. 
Z
a 
k
o
n
tr
o
lo
 s
m
o
 u
p
o
ra
b
il
i 
se
v
e 
S
. 
ri
m
o
su
s 
M
4
0
1
8
, 
tr
an
sf
o
rm
ir
an
e 
s 
p
la
zm
id
n
im
i 
k
o
n
st
ru
k
ti
 p
V
F
 t
cp
8
3
0
 s
rT
 p
ro
p
er
n
is
in
e 
C
O
 H
T
, 
p
V
F
 i
n
 p
V
F
 t
cp
8
3
0
 s
rT
 
p
er
n
is
in
e 
C
O
 H
T
, 
te
r 
se
v
e 
S
. 
ri
m
o
su
s 
∆
O
T
C
, 
tr
an
sf
o
rm
ir
an
e 
s 
p
la
zm
id
n
im
i 
k
o
n
st
ru
k
ti
 p
V
F
 t
cp
8
3
0
 s
rT
 p
ro
p
er
n
is
in
e 
C
O
 H
T
 i
n
 p
V
F
. 
 
41 
Stare N. Optimizacija biosinteznega postopka … pernizina z bakterijo Streptomyces rimosus.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
 
Iz slike 10 je razvidno da ima najvišjo aktivnost po treh in po petih dneh kultivacije sev S. 
rimosus M4018, transformiran s plazmidnim konstruktom pVF tcp830 srT pernisine CO 
HT (4018 Per 5). S tem sevom sta primerljiva tudi seva z oznako W perA in W perC seva 
S. rimosus ∆OTC, zato smo za nadaljne poskuse izbrali ta dva klona. Ti sevi imajo s 
pernizina odstranjeno pro regijo, kar je verjetno tudi razlog za njihovo višjo aktivnost v 
primerjavi s sevi S. rimosus M4018, transformiranih s plazmidnim konstruktom pVF 
tcp830 srT propernisine CO HT (4018 pro), S. rimosus ∆OTC s kontrolnim plazmidom 
pVF (W pVF) in S. rimosus ∆OTC s plazmidnim konstruktom pVF tcp830 srT 
propernisine CO HT (W pro). Pernizin, ki ga izločajo sevi S. rimosus M4018 s plazmidnim 
konstruktom pVF tcp830 srT propernisine CO HT in S. rimosus ∆OTC s plazmidnim 
konstruktom pVF tcp830 srT propernisine CO HT ima še vedno vezano pro regijo na N – 
terminalni konec, ki inhibira aktivnost encima. 
 
Prav tako je iz slike 10 razvidno, da ima pernizin po petih dneh višjo aktivnost, kar lahko 
pripišemo večjim donosom, vendar smo se za potrebe magistrske naloge odločili, da 
protein izoliramo po treh dneh, saj se je na podlagi predhodnih izkušenj izkazalo, da je 
aktivnost izoliranega pernizina po treh dneh višja, saj je prisotnih manj produktov 
razgradnje, kar olajša izolacijo in čiščenje encima.  
 
Na sliki 10 lahko opazimo tudi, da proteazna aktivnot pernizina pada z višanjem 
temperature in da so najvišje proteazne aktivnosti pernizina pomerjene pri kultivaciji pri 28 
°C, zato smo v nadaljevanju magistrske naloge vse seve gojili pri 28 °C, saj smo ugotovili, 
da je za najvišjo proteazno aktivnost ta temperatura kultivacije najbolj optimalna. 
 
4.3 IZOLACIJA REKOMBINANTNEGA PERNIZINA IZRAŽENEGA V 
BAKTERIJI Streptomyces rimosus Z AFINITETNO KROMATOGRAFIJO 
 
Inokulum izbranih sevov je smo nacepili v tekoče gojišče CRM s tiostreptonom (končna 
koncentracija tiostreptona 5 µg/ml) in nato precepili v GOTC produkcijsko gojišče s 
tiostreptonom (končna koncentracija tiostreptona 5 µg/ml) po treh dneh. Celoten postopek 
kultivacije je opisan v poglavju 3.2.1.13, nato pa smo afinitetno kromatografijo izvedli po 
postopku, opisanem v poglavju 3.2.2.1 Po centrifugiranju smo dobili volumen supernatanta 
pri obeh paralelkah  S. rimosus ∆OTC transformiran s plazmidnim konstruktom pVF 
tcp830 srT pernisine CO HT A (WperA) 156 ml. Dodali smo 1 ml nikljevih kroglic in 
uporabili ustrezen volumen pufrov, opisanih v poglavju 3.1.11 za elucijo frakcij. Poleg 
tega smo pomerili tudi absorbanco vsake izolirane frakcije pri 280 nm, absorbcijske 
vrednosti pa so prikazane v preglednici 20. Ko smo pridobili vse frakcije, smo jih nanesli 
na poliakrilamidni gel in izvedli poliakrilamidno gelsko elektroforezo (SDS-PAGE) in 
cimografijo za preverjanje proteazne aktivnosti pernizina. Rezultati poliakrilamidne gelske 
elektroforeze in cimografije so prikazani na slikah 11 in 12. 
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Preglednica 20:Absorbance izoliranih frakcij S. rimosus ∆OTC tcp830 srT pernisine CO HT A 
SEV FRAKCIJE OD 280 
S. rimosus ∆OTC tcp830 srT 
pernisine CO HT A (paralelka 
1) 
1 0,505 
2 1,607 
3 0,657 
4 0,305 
S. rimosus ∆OTC tcp830 srT 
pernisine CO HT A (paralelka 
2) 
1 0,860 
2 2,304 
3 0,620 
4 0,269 
 
Iz preglednice 20 lahko razberemo, da ima druga frakcija, eluirana s pufrom B najvišjo 
absorbanco pri obeh paralelkah. To je v skladu s pričakovanji, saj je v tej frakciji izolirani 
protein najbolj koncentriran. Iz preglednice 20 je razvidno tudi, da absorbanca v tretji 
frakciji precej pade, kar nakazuje na to, da se je večina pernizina že sprala iz kolone.  
 
 
 
Slika 11: Vizualizacija pernizina izraženega v bakteriji S. rimosus ∆OTC (klon z oznako WperA) na 
poliakrilamidnem gelu,. Na sliki so vidne različne frakcije elucij, pridobljenih tekom izolacije 
rekombinantnega pernizina iz supernatatnta produkcijskega gojišča GOTC z afinitetno kromatografijo. (L – 
velikostna lestvica, 1-4 – elucijske frakcije s proteinom, IMI – elucija 2 M imidazolom) 
 
Iz slike 11 je razvidno, da smo z afinitetno kromatografijo iz gojišča uspeli izolirati protein 
z velikostjo okoli 25 kDa, kar je nižje od teoretične mase procesiranega in ga je mogoče 
vizualizirati na poliakrilnem gelu. Iz slike 11 je razvidno, da se največ pernizina nahaja v 
drugi frakciji, ki je bila odvzeta pri afinitetni kromatografiji, kar je v skladu s pričakovanji 
in kar je možno predvidevati tudi iz vrednosti absorbance pri 280 nm. Opazimo lahko tudi 
razgradnjo lestvice, kar lahko pripišemo možnemu prelivanju vzorca iz žepka poleg 
lestvice in nakazuje na visoko proteolitično aktivnost izoliranega proteina. 
1 2 3 4 IMI L 
25 kDa 
35 kDa 
15 kDa 
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Slika 12: Cimogram pernizina izraženega v bakteriji S. rimosus ∆OTC (klon z oznako WperA) na 
poliakrilamidnem gelu z dodatkom kazeina. Na sliki so vidne proteazne aktivnosti frakcij, pridobljenih tekom 
izolacije rekombinatnega pernizina iz supernatatnta produkcijskega gojišča GOTC z afinitetno 
kromatografijo. (L – velikostna lestvica, 1-4 – elucijske frakcije s proteinom, IMI – eluciija 2 M imidazolom) 
 
Iz slike 12 je razvidno, da je v gojišču prisoten pernizin, v velikosti okoli 25 kDa. Glede na 
to, da je v protokol izvedbe cimografije vključena tudi pred-inkubacija pri 85 °C, pri kateri 
pride do inaktivacije nativnih proteaz, lahko sklepamo, da smo s pomočjo afinitetne 
kromatografije izolirali rekombinatnen termostabilen pernizin. Razbarvanje gela je 
posledica razgradnje kazeina, iz česaj je razvidno, da ima izolirani pernizin proteolitično 
aktivnost. Najvišja proteolitična aktivnost je v drugi frakciji, kar je v skladu s pričakovanji 
in kar je tudi razvidno iz slike 11, ter iz preglednice 20, saj je v drugi frakciji prisotna 
največja količina pernizina in ima tudi najvišjo absorbanco pri 280 nm. 
 
Enako smo storili za sev S. rimosus ∆OTC, transformiranim s plazmidnim konstruktom 
pVF tcp830 srT pernisine CO HT C (WperC). Inokulum je bil precepljen iz CRM gojišča s 
tiostreptonom (končna koncentracija 5 µg/ml) v GOTC produkcijsko gojišče s 
tiostreptonom (končna koncentracija 5 µg/ml) po petih dneh. Nato smo izvedli afinitetno 
kromatografijo, kot je opisano v poglavju 3.2.2.1. Volumni supernatantov po 
centrifugiranju so bili pri sevu S. rimosus ∆OTC, transformiranim s plazmidnim 
konstruktom pVF tcp830 srT pernisine CO HT C (WperC) manjši, in sicer 90 ml za obe 
paralelki. Ker so bili volumni supernatanta nizki, smo dodali le 0,5 ml nikljevih kroglic in 
prilagodili volumen pufrov, ki smo jih uporabili. Ob centrifugiranju smo lahko opazili 
obarjanje proteinov v supernatantu, kolone pa so se tudi zamašile in smo morali frakcije 
pridobiti s pomočjo brizge in podtlaka. Pomerili smo absorbanco pri 280 nm, vrednosti pa 
so prikazane v preglednici 21. Ko smo pridobili vse frakcije, smo jih nanesli na 
1 2 3 4 IMI L L 
35 kDa 
25 kDa 
70 kDa 
44 
Stare N. Optimizacija biosinteznega postopka … pernizina z bakterijo Streptomyces rimosus.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
 
poliakrilamidni gel in izvedli poliakrilamidno gelsko elektroforezo (SDS-PAGE) in 
cimografijo za preverjanje proteazne aktivnosti pernizina. Rezultati poliakrilamidne gelske 
elektroforeze in cimografije so prikazani na slikah 13 in 14. 
 
Preglednica 21: Absorbance izoliranih frakcij S. rimosus ∆OTC tcp830 srT pernisine CO HT C 
SEV FRAKCIJE OD 280 
S. rimosus ∆OTC tcp830 srT 
pernisine CO HT C (paralelka 
1) 
1 1,118 
2 1,910 
3 1,335 
4 0,841 
S. rimosus ∆OTC tcp830 srT 
pernisine CO HT C (paralelka 
2) 
1 2,730 
2 2,652 
3 0,961 
4 0,342 
 
Iz preglednice 21 lahko razberemo, da ima druga frakcija, eluirana s pufrom B najvišjo 
absorbanco pri obeh paralelkah. To je v skladu s pričakovanji, saj je v tej frakciji izoliran 
protein najbolj koncentriran. Iz preglednice 21 je razvidno tudi, da je absorbanca v prvi in 
tretji frakciji prav tako visoka, za kar bi lahko bil razlog uporaba brizge in podtlaka. 
 
 
 
Slika 13: Vizualizacija pernizina izraženega v bakteriji S. rimosus ∆OTC (klon z oznako WperC) na 
poliakrilamidnem gelu,. Na sliki so vidne različne frakcije elucij, pridobljenih tekom izolacije 
rekombinatnega pernizina iz supernatatnta produkcijskega gojišča GOTC z afinitetno kromatografijo. (L – 
velikostna lestvica, G  - elucija gojišča, puf. A – elucija s pufrom A, 1-4 – elucijske frakcije s proteinom, IMI 
– elucija z 2 M imidazolom) 
 
Iz slike 13 je razvidno, da smo z afinitetno kromatografijo iz gojišča uspeli izolirati protein 
z velikostjo okoli 25 kDa, kar je nižje od predvidene mase procesiranega in ga je mogoče 
puf. A 1 2 3   4 IMI L G 
25 kDa 
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vizualizirati na poliakrilnem gelu. Prav tako, je iz slike 13 dobro razvidno, da je v frakciji 
1 in 3 tudi prisoten pernizin, kar je tudi opazno iz preglednice 21. V frakciji z imidazolom 
(IMI) lahko opazimo majhno količino pernizina, kar nakazuje na dodatno sproščanje 
preostalega pernizina iz His-Tag kolone. Pri frakciji z gojiščem lahko opazimo prisotnost 
še drugih proteinov. Opazimo lahko tudi razgradnjo lestvice, kar lahko pripišemo 
možnemu prelivanju vzorca iz žepka poleg lestvice in nakazuje na visoko proteolitično 
aktivnost izoliranega proteina. 
 
 
 
Slika 14: Cimogram pernizina izraženega v bakteriji S. rimosus ∆OTC (klon z oznako WperA) na 
poliakrilamidnem gelu z dodatkom kazeina. Na sliki so vidne proteazne aktivnosti frakcij, pridobljenih tekom 
izolacije rekombinatnega pernizina iz supernatatnta produkcijskega gojišča GOTC z afinitetno 
kromatografijo. (L – velikostna lestvica, G  - elucija gojišča, puf. A – elucija s pufrom A, 1-4 – elucijske 
frakcije s proteinom, IMI – elucija z 2 M imidazolom) 
 
Iz slike 14 je razvidno, da je v gojišču prisoten pernizin v velikosti okoli 25 kDa. Glede na 
to, da je v protokol izvedbe cimografije vključena tudi inkubacija pri 85 °C, pri kateri pride 
do inaktivacije nativnih proteaz, lahko sklepamo, da smo s pomočjo afinitetne 
kromatografije izolirali rekombinatnen termostabilen pernizin. Razbarvanje gela je 
posledica razgradnje kazeina, iz česaj je razvidno, da ima izolirani pernizin proteolitično 
aktivnost. Iz slike 14 je razvidno, da je najvišja proteolitična aktivnost v frakciji 2, kar je v 
skladu s pričakovanji, saj je v frakciji 2 največ prisotnega pernizina. Poleg tega lahko 
opazimo proteolitično aktivnost v frakcijah 1 in 3. To je razvidno že iz slike 
poliakrilamidnega gela na sliki 13, ter iz preglednice 21, saj imajo frakcije 1, 2 in 3 visoke 
aborbance pri 280 nm, kar nakazuje na prisotnost pernizina v teh frakcijah. Prav tako lahko 
opazimo proteolitično aktivnost v frakciji z imidazolom, kar nakazuje na dodatno spiranje 
po končani afinitetni kromatografiji in sproščanje še preostalega pernizina iz His-Tag 
kolone. 
 
puf. A 1 2 3 4 IMI L G 
35 kDa 
70 kDa 
25 kDa 
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Poleg posameznih frakcij obeh sevov S. rimosus ∆OTC s plazmidnim konstruktom pVF 
tcp830 srT pernisine CO HT smo na poliakrilamidni gel nanesli še frakcije za primerjavo 
velikosti med pernizinom in propernizinom (S. rimosus ∆OTC, s plazmidnim konstruktom 
pVF tcp830 srT propernisine CO HT), enako smo storili tudi s cimogramom. Rezultati 
razlik med pernizinom in propernizinom na polakrilamidni gelski elektroforezi in so 
prikazani so prikazani na sliki 15, rezultati cimograma pa so prikazani na sliki 16. 
 
 
 
Slika 15: Prikaz razlike v velikosti med rekombinatnim pernizinom in propernizinom, ki sta bila izražena v 
bakteriji S. rimosus ∆OTC na polikrilamidnem gelu (1a, 2a, 3a, 4a – elucijske frakcije pernizina pridobljene 
po afinitetni kromatografiji; 1b, 2b, 3b, 4b – elucijske frakcije propernizina pridobljene po afinitetni 
kromatografiji) 
 
Na sliki 15 lahko opazimo razliko v velikosti med pernizinom in propernizinom. Aktivna 
oblika pernizina je velika okoli 25 kDa, propernizin pa je velikosti okoli 30 kDa. Vidimo 
lahko, da je propernizin malce višje na poliakrilamidnem gelu in sicer zaradi pro regije, ki 
je velika približno 7 kDa, kar poveča maso proteina in posledično protein počasneje potuje 
po gelu. Na sliki 15 lahko opazimo, da je druga frakcija ponovno najmočneje obarvana, kar 
pomeni, da je bila konentracija rekombinatnega pernizina najvišja v drugi frakciji. Enako 
velja tudi za frakcije s propernizinom. Iz slike 15 je dobro razvidno tudi, da je propernizin 
in pernizin prisoten tudi v prvi in tretji frakciji, saj se je v teh frakcijah pernizin že začel 
spirati iz kolone. Opazimo tudi, da je pernizina in propernizina v četrti frakciji najmanj, saj 
se je pernizin in propernizin že spral iz kolone. Na sliki 15 ni prisotne velikostne lestvice, 
ker se je le – ta razgradila, zato se je velikost proteina sklepala iz slike cimograma (slika 
16), ki je potekal hkrati z SDS – PAGE analizo, prav tako pa je migracija proteina po gelu 
primerljiva. 
 
 
 
1a 2a 3a 4a 1b 2b 3b 4b 
25 kDa 
30 kDa 
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Slika 16: Prikaz razlik med proteolitično aktivnostjo pernizina in propernizina na cimogramu (L – lestvica; 
1a, 2a, 3a, 4a – elucijske frakcije pernizina pridobljene po afinitetni kromatografiji; 1b, 2b, 3b, 4b – elucijske 
frakcije propernizina pridobljene po afinitetni kromatografiji) 
 
Na sliki 16 lahko opazimo razliko v velikosti med pernizinom in propernizinom. Aktivna 
oblika pernizina je velika okoli 25 kDa, propernizin pa je velikosti okoli 30 kDa. Vidimo 
lahko, da je propernizin malce višje na poliakrilamidnem gelu in sicer zaradi pro regije, ki 
je velika približno 7 kDa, kar poveča celoten protein in posledično počasneje potuje po 
gelu. Na sliki 16 lahko opazimo, da je druga frakcija ponovno najmočneje razbarvana, kar 
pomeni, da ima pernizin največjo proteolitično aktivnosti v drugi frakciji, saj je tam najbolj 
koncentriran. Enako velja tudi za frakcije s propernizinom, čeprav je razbarvanje gela v teh 
frakcija manj intenzivno, saj propernizin nima tako visoke proteolitične aktivnosti in sicer 
prav zaradi prisotnosti pro regije, ki inhibira aktivnost encima. Iz slike 16 je dobro 
razvidno tudi razbarvanje, v prvi in tretji frakciji, saj se je v teh frakcijah pernizin že začel 
spirati iz kolone, torej sta prisotna v teh dveh frakcijah. Opazimo tudi, da je razbarvanje 
gela v četrti frakciji najmanj intenzivno, saj se je pernizin in propernizin že spral iz kolone 
in proteolitična aktivnost ni več visoka. Slika 16 je primerljiva s sliko 15, zato je bila 
velikost proteinov na sliki 15 razbrana iz velikostne lestvice na sliki 16. 
4.4 VREDNOTENJE AKTIVNOSTI REKOMBINATNEGA PERIZINA 
PROIZVEDENEGA Z BAKTERIJO Streptomyces rimosus  
 
Azokazeinski test smo izvedli tudi po končani afinitetni kromatografiji in sicer po enakem 
postopku, ki je opisan v preglednici 18. Rezultati vrednosti aktivnosti pernizina za seve S. 
rimosus M4018 s plazmidnim konstruktom pVF (4018 pVF), S. rimosus ∆OTC s 
plazmidnim konstruktom pVF (W pVF) in S. rimosus ∆OTC s plazmidnim kosntruktom 
1a 2a 3a 4a 1b 2b 3b 4b L 
25 kDa 
35 kDa 
70 kDa 
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pVF tcp830 srT propernisine CO HT (W pro) so razdeljeni po frakcijah in prikazani 
grafično na sliki 17. Sev S. rimosus ∆OTC s plazmidnim konstruktom pVF tcp830 srT 
propernisine CO HT (W pro) smo uporabili zato, da smo primerjali aktivnost med 
različnimi sevi. Sev S. rimosus ∆OTC s plazmidnim konstruktom pVF tcp830 srT 
propernisine CO HT (W pro) namreč izraža pernizin, ki vsebuje pro regijo na N – 
terminalnem koncu in je zato manj aktivnen kot pernizin brez pro regije. Poleg tega smo 
primerjali povprečne vrednosti proteolitične aktivnosti pernizina tudi pri sevih S. rimosus 
∆OTC s plazmidnim konstruktom pVF tcp830 srT pernisine CO HT A (W perA) in S. 
rimosus ∆OTC s plazmidnim konstruktom pVF tcp830 srT pernisine CO HT C (W perC). 
Vrednosti so grafično prikazane na sliki 17 in za seve S. rimosus ∆OTC s plazmidnim 
konstruktom pVF tcp830 srT pernisine CO HT s standardno napako v preglednici v prilogi 
A. 
 
 
Slika 17: Proteolitična aktivnost elucijskih frakcij rekombinatnega pernizina po afinitetni kromatografiji pri 
različnih sevih (S. rimosus M4018 s plazmidnim konstruktom pVF (4018 pVF), S. rimosus ∆OTC s 
plazmidnim konstruktom pVF (W pVF) in S. rimosus ∆OTC s plazmidnim kosntruktom pVF tcp830 srT 
propernisine CO HT (W pro), S. rimosus ∆OTC s plazmidnim konstruktom pVF tcp830 srT pernisine CO HT 
A (W perA) in S. rimosus ∆OTC s plazmidnim konstruktom pVF tcp830 srT pernisine CO HT C (W perC). 
Oznake frakcij označujejo posamezne frakcije, ki so bile pridobljene tekom izvedbe afinitetne 
kromatografije. Oznaka gojišče označuje pretok samega gojišča skozi kolono, oznaka Pufer A označuje 
frakcijo, ki je bila čez kolono sprana s pomočjo pufra A. Oznake s številkami od 1 do 4 označujejo frakcije, 
ki so bile sprane s pufrom B in v katerih se domneva, da se pojavi največ proteina. Oznaka Imidazol nakazuje 
na frakcijo, ki je bila odvzeta po končani afinitetni kromatografiji in sicer po spiranju z 2 M imidazolom. 
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Iz slike 17 je razvidno, da imajo najvišjo proteolitično aktivnost pri obeh sevih S. rimosus 
∆OTC s plazmidnim konstruktom pVF tcp830 srT pernisine CO HT elucijske frakcije na 
začetku spiranja s pufrom B. Te vrednosti so v skladu s pričakovanji, saj je v teh frakcijah 
prisotnega največ rekombinantnega pernizina, kar smo opazili že na poliakrilamidnih gelih 
prejšnjih poskusov (sliki 11 in 13), ter na cimogramihv  (sliki 12 in 14). Poleg tega lahko 
vidimo, da je proteolitična aktivnost pri frakciji s pufrom A najnižja, saj takrat še ne pride 
do spiranja pernizina s His – Tag kolone. Prav tako lahko iz slike 17 razberemo, da se 
visoka proteolitična aktivnost pojavlja tudi pri preostalih frakcijah, vendar v manjšem 
obsegu, saj se je večina pernizina sprala s kolone že v prvih dveh frakcijah. Na sliki 17 
standardna napaka ni prikazana zaradi visokih odstopanj standardnih napak pri sevu S. 
rimosus ∆OTC s plazmidnim konstruktom pVF tcp830 srT pernisine CO HT C (W perC).  
 
Na sliki 17 opazimo visoko aktivnost v drugi frakciji pri sevu S. rimosus ∆OTC s 
plazmidnim konstruktom tcp830 srT propernisine CO HT, ki pa je v primerjavi z 
proteolitično aktivnostjo pri sevih S. rimosus ∆OTC s plazmidnim konstruktom pVF 
tcp830 srT pernisine CO HT nižja. Višja proteolitična aktivnost pri sevu S. rimosus ∆OTC 
s plazmidnim konstruktom tcp830 srT propernisine CO HT bi lahko bila posledica 
kontaminacije vzorcev pri nanosu na mikrotitrsko ploščo, prav tako pa obstaja možnost, da 
je pernizin zaradi proregije bolj stabilen med hranjenjem v zamrzovalniku, zato so 
aktivnosti višje od pričakovanih. Na sliki 17 vidimo tudi aktivnost v prvi in tretji frakciji 
pri sevu  S. rimosus ∆OTC s plazmidnim konstruktom tcp830 srT propernisine CO HT, kar 
je v skladu s pričakovanji, saj se pernizin spira s kolone med prvo in tretjo frakcijo, zato v 
teh frakcijah pričakujemo višje proteolitične aktivnosti kot pri frakcijah, spiranih z pufrom 
A ali z 2 M imidazolom. 
 
Po končanem azokazeinskem testu, smo pomerili še koncentracijo proteina z uporabo 
Bradfordove metode, pri kateri smo ob dodatku Bradfordovega reagenta pomerili 
absorbanco vzorcev pri valovni dolžini 595 nm. Pripravili smo umeritveno krivuljo in 
vzorce, kot je opisano v postopku na strani 36, oblika umeritvene krivulje in absorbanca pri 
posameznih vzorcih pa sta prikazana v prilogi B in C. Za večjo natančnost merjenja smo 
meritve za umeritveno krivuljo in meritve vzorcev izvedli v treh ponovitvah. 
 
Vzorce smo pripravili po postopku, opisanem na strani 36, nato pa iz vrednosti absorbance 
vzorcev in s pomočjo umeritvene krivulje izračunali koncentracijo proteinov v vzorcu, 
pridobljenih po afinitetni kromatografijo v frakcijah eluiranih s pufrom B.  
 
Ker smo imeli podano koncentracijo proteina v vzorcu in proteolitične aktivnosti proteina, 
smo lahko izračunali specifično aktivnost proteina. Rezultati izračunov specifične 
aktivnosti za izbrana klona S. rimosus ∆OTC, transformirana s plazmidnim konstruktom 
pVF tcp830 srT pernisine CO HT, so prikazani grafično na sliki 18. Izračunane 
koncentracije in specifične aktivnosti za vsako frakcijo so prikazane v prilogi D. 
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Slika 18: Grafični prikaz specifičnih aktivnosti elucij pernizina izoliranega iz kultivacij klonov bakterij S. 
rimosus ∆OTC s plazmidnim konstruktom pVF tcp830 srT pernisine CO HT (W perA in W perC). Številka 
označuje zaporedno frakcijo pernizina po spiranju s pufrom B od 1 do 4. 
 
Na sliki 18 vidimo grafični prikaz vrednosti specifičnih aktivnosti rekombinatnega 
pernizina v posameznih frakcijah. Ko smo izračunali koncentracije proteina v vzorcu smo 
opazili, da se najvišja koncentracija pojavi pri drugi frakciji, kar je v skladu s pričakovanji, 
poleg tega pa je rezultat skladen z rezultati vizualizacije pernizina na polikrilamidnem gelu 
na sliki 11 in 13 ter z rezultati cimograma na sliki 12 in 14. V prvi in tretji frakciji so 
koncentracije pernizina približno enake, najnižja pa je v četrti frakciji, kar je opazno tudi 
na sliki poliakrilamidnega gela (slika 11 in 13). Rezultati izračunov specifične aktivnosti 
pernizina so skladni z našimi pričakovanji in nakazujejo doseg postavljenih ciljev 
magistrske naloge. Tudi specifična aktivnost je v drugi frakciji pri obeh paralelkah 
najvišja, kar nakazuje na večjo čistost aktivnega proteina, kar je razvidno tudi na slikah 11 
in 13, saj je v njejopazinih manj nečistoč, kot pri frakciji z gojiščem. Specifična aktivnost v 
ostalih frakcijah je nižja, kar je v skladu z izračunanimi vrednostmi aktivnosti proteina in 
njegovo koncentracijo, hkrati pa lahko nakazuje na prisotnost večje količine nečistoč.  
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5 RAZPRAVA 
 
Cilj magistrske naloge je bil z uporabo gostitelja Streptomyces rimosus heterologno izraziti 
serinsko proteazo pernizin in izolirati rekombinantni pernizin s pomočjo afinitetne 
kromatografije ter uspešnost izolacije potrditi z vizualizacijo pernizina na 
poliakrilamidnem gelu. Hkrati je bil cilj magistrske naloge dobiti encimsko aktivnost, ki je 
primerljiva z encimsko aktivnostjo nativnega pernizina izoliranega iz arheje Aeropyrum 
pernix in njegovo proteolitično aktivnost potrditi s cimogramom. 
 
Proteolitično aktivnost pernizina smo pomerili z izvedbo azokazeinskega testa, ki je ena 
izmed najpogosteje uporabljenih metod za preverjanje proteolitičnih aktivnosti encimov. 
Pridobljenih rezultatov nismo mogli neposredno primerjati z rezultati proteolitične 
aktivnosti nativnega pernizina, izoliranega iz arheje Aeropyrum pernix, saj smo uporabili 
drugačne metode za določanje proteolitične aktivnosti, smo pa lahko primerjali 
proteolitično aktivnost rekombinantnega pernizina z proteolitično aktivnostjo pernizina, 
pridobljenega s pomočjo bakterije Streptomyces rimosus M4018 s plazmidnim 
konstruktom pVF tcp830 srT pernisine CO HT, pri katerem je že bila potrjena visoka 
proteolitična aktivnost pernizina. Rezultati so bili v skladu s pričakovanji in so primerljivi 
z rezultati proteolitične aktivnosti pernizina pridobljenega s pomočjo bakterije 
Streptomyces rimosus M4018 s plazmidnim konstruktom pVF tcp830 srT pernisine CO 
HT. 
 
V obegu magistrske naloge smo uspešno vnesli gen za produkcijo pernizina v sev S. 
rimosus ∆OTC s pomočjo elektroporacije in se s tem izognili produkciji oksitetracilkina, ki 
se veže na His – Tag kolono in otežujo izolacijo proteina, ki ga je proizvajal sev S. rimosus 
M4018 s plazmidim konstrukotm pVF tcp830 srT pernisine CO HT (4018 per5), kar je še 
posebej pomembno v industrijskem okolju, kjer stroški zaključnih procesov predstavljajo 
velik del proizvodnih stroškov. Hkrati smo znižali porabo metabolnih gradnikov za 
produkte, ki za izvedbo magistrske naloge niso bili pomembni. Poleg tega smo primerjali 
tudi sev S. rimous M4018 s plazmidnim konstruktom pVF tcp830 srT pernisine CO HT 
(4018 per5) zaradi že potrjene visoke aktivnosti pernizina, seva S. rimosus ∆OTC s 
plazmidnim kostruktom pVF (W pVF) in S. rimosus M4018 s plazmidnim konstruktom 
pVF (4018 pVF), ki v svojem DNA zapisu nista vsebovala gena za pernizin ter sev S. 
rimosus ∆OTC s  plazmidnim konstruktom pVF tcp830 srT propernisine CO HT (W pro) 
ki je v svojem DNA zapisu vseboval gen za pernizin, vendar ta ni imel visoke aktivnosti 
zaradi prisotnosti proregije na N – terminalnem koncu, ki inhibira delovanje proteaze, zato 
ni prišlo do samo-procesiranja proteina. 
 
Rezultati azokazeinskega testa so pokazali, da ima sev S. rimous ∆OTC s plazmidnim 
konstruktom pVF tcp830 srT pernisine CO HT (W perA in W perC) višjo proteolitično 
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aktivnost od preostalih sevov S. rimosus ∆OTC in se lahko primerja s proteolitično 
aktivnostjo seva S. rimosus M4018 s plazmidnim konstrutom pVF tcp830 srT pernisine 
CO HT (4018 per5). Poleg tega lahko iz rezultatov razberemo, da ima pernizin višji donos 
po petih dneh v tekočem GOTC produkcijskem gojišču, vendar smo za potrebe analiz za 
magistrsko nalogo pernizin izolirali po treh dneh, saj so predhodne izkušnje pokazale, da je 
takrat v gojišču prisotnih manj razgradnih produktov in posledično dosežemo večjo čistost 
izoliranega pernizina. 
 
Po izvedeni afinitetni kromatografiji smo na poliakrilamidnem gelu zaznali koncentrirani 
pernizin v velikosti približno 25 kDa, kar nakazuje, da nam je izolacija z afinitetno 
kromatografijo uspela in smo uspešno izolirali pernizin iz gojišča. Razlog, da je masa 
pernizina manjša kot je njegova teoretična masa je ta, da pri visokih koncentracijah 
proteina verjetno pride do nadaljne avtokatalitične aktivnosti pernizina in s tem razgradnje 
proteina. Možno pa je tudi, da pride do nepopolnega razvitja proteina in zato protein na 
poliakrilamidnem gelu potuje hitreje (Šnajder in sod., 2012). Po končani izolaciji proteina 
smo še enkrat pomerili encimsko aktivnost z azokazeinskim testom, kjer smo dobili višje 
vrednosti encimske aktivnoti, kot pri testiranju klonov, saj je bil pernizin v tem primeru 
bolj čist in skoncentriran, kar je bilo v skladu z našimi pričakovanji. Poleg tega lahko iz 
rezultatov vidimo, da so specifične aktivnosti za posamezno izolirano frakcijo precej 
visoke, kar nakazuje na visoko čistost proteina, kar lahko štejemo za veliko prednost pri 
nadaljnih raziskavah. 
 
V obsegu magistrske naloge smo postavili hipotezo, da je encimska aktivnost 
rekombinatnega pernizina iz bakterije Streptomyces rimosus primerljiva z encimsko 
aktivnostjo nativnega pernizina iz arheje Aeropyrum pernix. Te hipoteze nismo mogli 
potrditi, saj je bil nativni pernizin izoliran in testiran pod drugačnimi pogoji in z 
drugačnimi metodami, kot smo jih uporabili v sklopu magistrske naloge. Za primerljivost 
rezultatov, bi bilo potrebno nativni pernizin izolirati pod enakimi pogoji kot je bil izoliran 
rekombinatni pernizin iz bakterije S. rimosus, to pa žal v sklopu magistrske naloge ni bilo 
možno, saj bi izolacija nativnega pernizina močno presegla čas, ki je bil predviden  za 
izvedbo magistrske naloge. 
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6 SKLEPI 
 
V okviru magistrske naloge smo glede na postavljene hipoteze uspeli: 
 
- S pomočjo transformacije smo heterologno izraziti rekombinatni pernizin arheje 
Aeropyrum pernix v bakteriji Streptomyces rimosus 
 
- S pomočjo afinitetne kromatografije smo uspeli uspešno izolirati heterologno 
izražen rekombinantni pernizin v bakteriji Streptomyces rimosus 
 
- Dokazali smo proteolitično aktivnost rekombinatnega pernizina v bakteriji 
Streptomyces rimosus s pomočjo azokazeinskega testa  
 
- Vizualizirali smo rekombinatni pernizin na polakrilamidnem gelu in dokazali 
njegovo aktivnost s cimogramom 
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7 POVZETEK 
 
Pernizin je zunajcelična proteaza arheje Aeropyrum pernix, ki spada v skupino subtilizinu 
podobnih proteaz. V okviru raziskovalnega dela magistrske naloge, smo kot gostiteljski 
sistem za heterologno izražanje pernizina uporabili bakterijo Streptomyces rimosus v 
katerega smo transformirali plazmidni konstrukt pVF, ki je vseboval nukleotidni zapis za 
rekombinantni pernizin. 
 
Uspešnost izražanja rekombinantnega pernizina smo preverili z uporabo afinitetne 
kromatografije in potrditvijo na poliakrilamidnem gelu, njegovo aktivnost pa z 
azokazeinskim testom. Cilj magistrske naloge je bil, da v bakterijo S. rimosus ∆OTC 
vnesemo plazmid z nukleotidnim zapisom za pernizin, potrdimo njegovo izražanje z 
vizualizacijo na poliakrilamidnem gelu ter preverimo njegovo aktivnost z azokazeinskim 
testom in cimogramom. 
 
Rezultati eksperimentov so pokazali, da je bakterija Streptomyces rimosus primerna za 
produkcijo pernizina s heterologno rekominacijo. Encimske aktivnosti rekombinatnega 
pernizina izoliranega iz bakterije Streptomyces rimosus nismo mogli primerjati z encimsko 
aktivnostjo nativnega pernizina izoliranega iz arheje Aeropyrum pernix zaradi uporabe 
drugačnih metod in drugačnih pogojev izolacije proteina. Nadaljne raziskave pa bodo 
pokazale, če je rekombinatni pernizin enako odporen na denaturante in detergente in če je 
zmožen razgradnje infektivnih prionov (PrpSc). 
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PRILOGE 
 
PRILOGA A 
 
Prikaz proteolitičnih aktivnosti pernizina s standardno napako pri dveh različnih klonih S. 
rimosus ∆OTC, ki sta bila transformirana s plazmidnim konstruktom pVF tcp830 srT 
pernisine CO HT (oznaki klonov W perA in W perC) za vsako frakcijo, ki je bila 
pridobljena z afinitetno kromatorafijo. Rezultate proteolitične aktivnosti smo uporabili tudi 
za izračun specifične aktivnosti proteina. 
 
 Frakcije Aktivnost (U/ml) 
W perA 
goj. 13240,5 ± 2815,5 
buf. A 1646 ± 104 
1 32513,5 ± 3926,5 
2 157055 ± 58655 
3 28828,5 ± 3975,5 
4 15512,5 ± 2786,5 
IM 15268 ± 668 
W perC 
goj. 2663 ± 312 
buf. A 1600,5 ± 93,5 
1 17466 ± 7096 
2 58639,5 ± 30550,5 
3 12694 ± 1464 
4 5659 ± 2497 
IM 4443,5 ± 348,5 
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PRILOGA B 
 
Umeritvena krivulja za določanje koncentracije proteinov z Bradfordovo metodo. 
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PRILOGA C 
 
Povprečje meritev absorbance v vzorcih dveh različnih klonov S. rimosus ∆OTC, 
transformiranih s plazmidnim konstruktom pVF tcp830 srT pernisine CO HT (oznaki 
klonov W perA in W perC) za vsako frakcijo, ki je bila pridobljena z afinitetno 
kromatografijo. 
 
 Frakcija Absorbanca (595 nm) 
W perA 
1 0,5342 
2 0,680867 
3 0,511167 
4 0,4113 
W perC 
1 0,551267 
2 0,597833 
3 0,533367 
4 0,463433 
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PRILOGA D 
 
Koncentracija proteinov in izračunana specifična aktivnost v vzorcih dveh različnih klonov 
S. rimosus ∆OTC, transformiranih s plazmidnim konstruktom pVF tcp830 srT pernisine 
CO HT (oznaki klonov W perA in W perC) za vsako frakcijo, ki je bila pridobljena z 
afinitetno kromatografijo. 
 
 Frakcija Koncentracija (mg/ml) 
 
Specifična aktivnost (U/mg) 
W perA 
1 0,1578 155653 
2 0,3527 252878 
3 0,1271 111393 
4 0 0 
W perC 
1 0,1804 158465 
2 0,2423 406108 
3 0,1567 158602 
4 0,0637 287268 
 
